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As doenças cardiovasculares são a principal causa de morbilidade e mortalidade nos países 
ocidentais. No entanto, tem sido demonstrado que a incidência destas patologias em 
mulheres pré-menopausa é significativamente mais baixa quando comparada com mulheres 
pós-menopausa e homens de idade comparável. Assim, foi sugerido que os estrogénios, 
nomeadamente o estradiol (E2), possam exercer um papel cardiovascular protetor, 
nomeadamente ao serem potentes vasodilatadores. No entanto, os mecanismos subjacentes 
ao efeito vasodilatador do E2 permanecem por esclarecer. Adicionalmente, o papel desta 
hormona é controverso em patologias da gravidez, como a diabetes gestacional ou a 
hipertensão gestacional. 
Assim, no presente estudo foram utilizadas artérias umbilicais humanas sem endotélio de 
grávidas saudáveis (AUHctr), com diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensão 
gestacional (AUHhip). As artérias foram incubadas em meio de cultura durante 24h com ou 
sem adição de E2 para estudar os efeitos genómicos e não genómicos do E2 nas AUHctr, 
AUHdge e AUHhip, assim como o mecanismo vasodilatador do E2 nas AUHctr. Após a 
incubação, as artérias foram colocadas em banho de órgãos para registo da tensão isométrica, 
e foram estimuladas, de forma a contrair, com serotonina (5-HT, 1μM) ou Cloreto de Potássio 
(KCl, 60 mM). Em seguida, as artérias contraídas foram expostas a concentrações crescentes 
de E2 (1-100μM) ou, como controlo, do seu veículo (etanol). Para determinar o mecanismo 
vasodilatador do E2 foram usados os seguintes fármacos: nifedipina, um inibidor dos canais de 
cálcio tipo L (LTCC); nitroprussiato de sódio, um estimulador da guanilato ciclase solúvel; 
péptido natriurético auricular, um estimulador da guanilato ciclase particulada; 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), um inibidor da guanilato ciclase solúvel; e SQ 
22536, um inibidor da adenilato ciclase. 
Para a análise da expressão genética foram utilizadas as células do músculo liso das AUHctr 
obtidas após dissecação do cordão umbilical e posterior cultura celular. Estas células foram 
incubadas durante 24h em meio sem soro, e, de seguida, durante 24h em E2 (10nM e 100nM) 
ou em veículo. Após extração de RNA e posterior síntese de cDNA, a expressão de genes 
envolvidos na regulação dos canais LTCC (Cav1.2), canais de potássio dependentes de 
voltagem (Kv) (Kvβ1, Kvβ2, Kvβ3) e canais de potássio de grande condutância ativados por 
cálcio (BKCa) (BKCaα, BKCaβ) foi analisada através da técnica de PCR quantitivo (qPCR).  
Os resultados obtidos permitem concluir que o E2 provoca um vasorelaxamento rápido e 
dependente da concentração nas AUHctr, cujo mecanismo está associado à inibição dos LTCC 
e é independente da ativação das guanilato ciclases (solúvel e particulada) e da adenilato 
ciclase. Adicionalmente, a existência de efeitos genómicos do E2 não modificou os efeitos 
rápidos do próprio E2. Por outro lado, a exposição das células do músculo liso das AUHctr ao 
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E2 (24h) levou a um aumento da expressão das subunidades Kvβ1 dos canais Kv, e das 
subunidades BKCaα e BKCaβ dos canais BKCa, não tendo sido detetadas alterações significativas 
na expressão de mRNA da subunidade Cavα1 dos canais Cav1.2 nem das subunidades Kvβ2 e 
Kvβ3 dos canais Kv.  
Verificou-se que as AUHdge apresentam menor capacidade contrátil que as AUHctr e, após 
incubação com E2, são menos sensíveis aos efeitos rápidos deste fármaco. Concluiu-se 
também que as AUHhip apresentam maior sensibilidade à 5-HT e menor sensibilidade aos 










Cardiovascular diseases are the leading cause of morbidity and mortality in Western 
countries. However, the incidence of these conditions in premenopausal women is 
significantly lower when compared to postmenopausal women and men of comparable age. 
Thus, it has been suggested that estrogens, namely estradiol (E2), may play a cardiovascular 
protective role, namely as they are potent vasodilators. However, the mechanisms underlying 
the vasodilatory effect of E2 remain unclear. Additionally, the role of this hormone is 
controversial in pregnancy conditions, such as gestational diabetes or gestational 
hypertension. 
Thus, in the present study, we used human umbilical arteries without endothelium from 
pregnant women that were healthy (AUHctr), had gestational diabetes (AUHdge) or had 
gestational hypertension (AUHhip). To study the genomic and non-genomic effects of E2 in 
AUHctr, AUHdge and AUHhip, as well as the vasodilator mechanism of E2 in AUHctr, these 
tissues were incubated in culture medium for 24h with or without E2. After incubation, the 
arteries were placed in an organ bath for isometric tension recording, and were contracted 
with serotonin (5-HT, 1μM) or Potassium Chloride (KCl, 60mM). They were then exposed to 
increasing concentrations of E2 (1-100 μM) or its vehicle (ethanol). To determine the 
vasodilator mechanism of E2, the following drugs were used: nifedipine, an inhibitor of the L-
type calcium channels (LTCC); sodium nitroprusside, a soluble guanylate cyclase stimulator; 
atrial natriuretic peptide, a particulate guanylate cyclase stimulator; 1H-[1,2,4]oxadiazolo 
[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), a soluble guanylate cyclase inhibitor; and SQ 22536, an 
adenylate cyclase inhibitor. 
For the analysis of the genetic expression, AUHctr smooth muscle cells obtained after 
dissection of the umbilical cord and subsequent cell culture were used. These cells were 
incubated for 24h in serum-free medium, and then for 24h in E2 (10nM and 100nM) or vehicle. 
After RNA extraction and subsequent cDNA synthesis, expression of genes involved in the 
regulation of LTCC channels (Cav1.2), voltage-dependent potassium channels (Kv) (Kvβ1, Kvβ2, 
Kvβ3) and large conductance calcium-activated potassium channels (BKCa) (BKCaα, BKCaβ) was 
analyzed by quantitative PCR (qPCR). 
In this study, we concluded that E2 causes a rapid concentration-dependent vasorelaxation in 
AUHctr, associated with the inhibition of the LTCC, independent of the activation of soluble 
or particulate guanylate cyclase or adenylate cyclase. Furthermore, the existence of genomic 
effects of E2 did not modify the rapid effects of the same drug. However, the exposure of 
AUHctr smooth muscle cells to E2 led to an increase in the expression of the Kvβ1 subunits of 
the Kv channels, and the BKCaα and BKCaβ subunits of the BKCa channels, and no significant 
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changes were detected in mRNA expression of Cavα1 subunit of Cav1.2 channels nor of the 
Kvβ2 and Kvβ3 subunits of the Kv channels. 
We found that AUHdge present decreased contractile ability than AUHctr and, after 
incubation with E2, are less sensitive to the rapid effects of this drug. We also concluded that 
AUHhip present a higher sensitivity to 5-HT and less sensitivity to the rapid effects of E2 when 
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1.1. Cordão Umbilical 
O cordão umbilical liga o feto à placenta, permitindo a transferência de nutrientes e gases de 
e para a circulação materna sem haver mistura direta entre o sangue fetal e materno (1). 
O cordão umbilical tem cerca de 50-70 centímetros de comprimento e 2 centímetros de 
largura no final da gravidez. É composto por 2 artérias (artérias umbilicais) e uma veia (veia 
umbilical). Estes vasos umbilicais encontram-se rodeados externamente pela geleia de 
Wharton que lhes confere proteção (Figura 1) (1). 
 
Figura 1 - Corte histológico de um cordão umbilical. A: Artérias; Ve: Veia; W: Geleia de Wharton (2) 
 
A circulação feto-placentar transporta, através das artérias umbilicais, sangue fetal 
desoxigenado e sem nutrientes do feto até aos vasos fetais das vilosidades coriónicas. Após a 
troca de oxigénio e nutrientes nas vilosidades terminais, a veia umbilical transporta sangue 






Figura 2 - Circulação feto-placentar. Adaptado de (1) 
 
A amostra de cordão umbilical é uma excelente fonte de células do músculo liso (ML) vascular 
(MLV), úteis no estudo de mecanismos e funções celulares (3). Esta amostra é de fácil 
aquisição pois é frequentemente descartada após o parto, e a sua obtenção não é perigosa 
para a mãe nem para o recém-nascido (3).  
 
1.1.1. Artérias Umbilicais Humanas 
As artérias umbilicais humanas (AUH) são compostas por três túnicas: íntima, média e 
adventícia (Figura 3) (4). A túnica íntima é a mais interna e consiste numa camada fina de 
epitélio simples pavimentoso composto por células endoteliais (5, 6). Adjacente a esta túnica 
está a túnica médica, composta por duas camadas de células de MLV: uma camada interna 
longitudinal, e uma camada externa circular (6). Estas células do MLV das AUH apresentam 
um papel preponderante no controlo do fluxo sanguíneo feto-placentar, sendo responsáveis 
pela regulação do tónus vascular em resposta a estímulos hormonais e hemodinâmicos. Assim, 
a utilização destas células permite analisar vias de sinalização e mecanismos envolvidos na 
regulação do tónus vascular das AUH (3). A camada mais externa das AUH é a geleia de 
Wharton, uma forma particular de túnica adventícia, e consiste em tecido conjuntivo mucoso 
e fibroblastos, rodeando os vasos umbilicais (4). 
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Figura 3 – Artéria umbilical humana. Adaptado de (7)  
  
Como referido, as AUH estão envolvidas na circulação fetoplacentar, e os mecanismos que 
regulam a sua contratilidade são cruciais para uma troca ótima de nutrientes e gases entre o 
feto e a placenta. Uma vez que os vasos do cordão umbilical não são inervados a contração e 
vasodilatação das camadas de ML destes vasos depende de substâncias vasoativas presentes 
em circulação ou da libertação local de fatores (secretados pelas células endoteliais ou pelas 
células da adventícia) (4, 8). 
Os vasos umbilicais são sensíveis a várias substâncias vasoativas tais como serotonina (5-HT), 
histamina, angiotensina II, prostaglandinas, oxitocina, entre outras (1).  
 
1.2. Músculo Liso Vascular 
O ML apresenta uma ampla distribuição pelo corpo humano, com uma grande variedade de 
funções. Encontra-se nas paredes dos vasos sanguíneos (MLV), onde regula o fluxo sanguíneo, 
nas paredes de órgãos e tubos ocos, no interior do olho, entre outros locais (9). 
As células do MLV são fusiformes e apresentam um único núcleo localizado no centro da 
célula (Figura 4). O seu comprimento varia entre 15 a 200µm e o seu diâmetro entre 5 a 10µm 
(10). Apresentam filamentos de actina (predominantes), também denominados por 
miofilamentos finos, e miosina, também denominados por miofilamentos grossos (10). Os 
filamentos de actina encontram-se ligados a corpos densos, espalhados pelo citoplasma 
(sarcoplasma), e a áreas densas na membrana plasmática (sarcolema). Filamentos 
intermediários não contráteis também estão ligados aos corpos densos. As células do MLV 




Figura 4 - Célula muscular lisa. Adaptado de (11)  
 
O retículo sarcoplasmático das células do ML é o principal local intracelular de 
armazenamento de cálcio (Ca2+). Estas células apresentam também cavéolas, que são áreas 
invaginadas ocas ao longo da superfície da membrana plasmática (10). 
As células do MLV apresentam uma plasticidade considerável no seu fenótipo. Em vasos 
sanguíneos jovens e saudáveis, o fenótipo é predominantemente contráctil (responsável pelo 
tónus vascular), e a pressão sanguínea autorregulada. No entanto, ao longo da vida, estas 
células podem mudar o seu fenótipo para sintético, um fenótipo predominantemente não 
contrátil, em resposta a estímulos pró-inflamatórios, dieta ou outros fatores que resultam no 
desenvolvimento de aterosclerose ou remodelação vascular (12). 
Assim, estas células em cultura podem desenvolver o fenótipo contrátil ou sintético, o que é 
um dos principais problemas na realização destas culturas, pois cada fenótipo é caracterizado 
por diferente morfologia, proliferação e expressão genética (4, 13). Em termos morfológicos, 
as células do ML com fenótipo contrátil são alongadas e fusiformes, enquanto que as células 
do ML com fenótipo sintético apresentam uma morfologia rombóide (Figura 5) (13). Por outro 
lado, nas células do ML contráteis exibem baixas taxas de proliferação e de atividade 
sintética, e expressam diversas proteínas contráteis, tais como α-actina do ML, cadeias 
pesadas da miosina do ML, assim como diferentes tipos de canais iónicos e recetores 
membranares, que regulam a função contrátil (13, 14), enquanto que as células do ML 
sintéticas apresentam um maior número de organelos envolvidos na síntese proteica, e 
exibem taxas superiores de crescimento e migração (13). No entanto, foi demonstrado que ao 
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colocar as células durante 24 horas em meio sem soro, estas apresentam predominantemente 
o fenótipo contrátil (4, 15). 
 
Figura 5 - Morfologia de células do músculo liso vascular de fenótipo sintético e contrátil. Adaptado de 
(13) 
 
1.2.1. Mecanismos de Contração do Músculo Liso 
O tónus basal do MLV é determinado por um equilíbrio entre sinais (neuronais, iónicos, 
humorais ou força mecânica) que provocam contração ou relaxamento (16). 
Em condições fisiológicas, a contração das células do MLV é iniciada pela ativação de canais 
iónicos ou de recetores, e o mecanismo contrátil pode ser dependente ou independente de 
Ca2+ (Figura 6) (16, 17). 
O mecanismo dependente do Ca2+ ocorre quando aumenta a concentração de Ca2+ citosólico, 
o que pode ocorrer por um influxo de Ca2+ do exterior da célula através de canais de Ca2+ da 
membrana plasmática ou pela libertação deste ião a partir do retículo sarcoplasmático (18). 
Existem vários tipos canais de Ca2+ envolvidos no controlo da contratilidade das células do 
MLV, como será descrito no capítulo “Canais de Cálcio”. Relativamente à libertação de Ca2+ 
do retículo sarcoplasmático, esta ocorre após a ativação de recetores acoplados à proteína Gq 
por agonistas, tais como a norepinefrina (recetores α1-adrenérgicos), angiotensina II 
(recetores AT1), endotelina-1 (recetores ETA) e vasopressina (recetores V1) (19). A Gq estimula 
a atividade da Fosfolipase C (PLC), que catalisa a formação de dois segundos mensageiros: o 
inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 age no retículo sarcoplasmático 
provocando a libertação de Ca2+ para o citosol. O DAG em conjunto com o Ca2+ ativa a 
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proteína quinase C (PKC), que fosforila outras proteínas que podem regular o processo da 
contração (16, 19). 
Ao aumentar a concentração de Ca2+, estes iões combinam-se com a proteína calmodulina 
formando o complexo Ca2+-calmodulina que vai posteriormente ativar a quinase da cadeia 
leve da miosina (MLCK). A MLCK fosforila as cabeças das cadeias leves da miosina (MLC), o 
que permite a interação entre a miosina e a actina, provocando o ciclo das pontes cruzadas 
entre os dois tipos de filamentos que origina a contração (Figuras 6-8) (19). 
 














O mecanismo independente de Ca2+ envolve a sensibilização ao Ca2+. Este mecanismo pode ser 
iniciado ao mesmo tempo que a PLC é ativada, e envolve a ativação da proteína RhoA de 
ligação ao trifosfato de guanosina (GTP). A ativação desta proteína envolve um fator de troca 
do nucleótido de guanina (RhoGEF) e a sua migração para a membrana plasmática. A ativação 
da RhoA leva ao aumento da atividade da proteína quinase dependente da RhoA (ROCK), que 
inibe a fosfatase da cadeira leve da miosina (MLCP). Isto promove a contração das células do 
MLV, pois as MLC não podem ser desfosforiladas (19). Este efeito parece estar limitado às 
contrações induzidas pelo Ca2+ intracelular, e poderá ser mais importante na manutenção das 
contrações do que na fase inicial de desenvolvimento de força (17). 
A via da ROCK parece apresentar um papel importante na patogénese da hipertensão em 
modelos animais, humanos, e em várias situações de aumento da resistência vascular 
periférica observada na hipertensão (21), assim como na vasoconstrição arterial prolongada 
observada na falência cardíaca (22). Adicionalmente, a expressão de ácido ribonucleico 
mensageiro (mRNA) da RhoA parece estar diminuída em AUH de gravidezes com pré-eclâmpsia 
(23). 
 
1.2.2. Mecanismos de Relaxamento do Músculo Liso 
O relaxamento do músculo liso ocorre quando existe uma reduzida fosforilação das MLC. Isto 
pode resultar de: 1) diminuição da concentração de Ca2+ citosólico, 2) inibição da fosforilação 
das MLC (quer por diminuição da actividade da MLCK ou aumento da atividade da MLCP), ou 
3) mecanismo de supressão da força, relacionado com a regulação da interação entre a actina 
e a miosina (17). 
A diminuição de Ca2+ citosólico pode decorrer da inibição do influxo de Ca2+, do transporte 
ativo do Ca2+ para o exterior da célula ou para o interior de organelos ou da inibição da saída 
de Ca2+ do retículo sarcoplasmático. A inibição do influxo de Ca2+ ocorre na repolarização da 
membrana plasmática e em resposta a antagonistas destes canais (19). O transporte ativo do 
Ca2+ citosólico é realizado para o retículo sarcoplasmático pela ação da Ca2+-Trifosfatase de 
Adenosina (ATPase) sarco/endoplasmática (SERCA), dependente de magnésio (Mg2+), ou para o 
exterior da célula através da Ca2+-ATPase da membrana plasmática (PMCA) e, em menor 
escala, do permutador de Sódio(Na+)/Ca2+ (NCX) (19). A diminuição da concentração de Ca2+ 
citosólico reduz a atividade da MLCK (19). 
O relaxamento do músculo liso decorre também da ação de segundos mensageiros, como os 
nucleótidos cíclicos. Estes compostos podem influenciar alguns dos processos anteriormente 
referidos, como será descrito no capítulo “Nucleótidos Cíclicos”. 
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Figura 9 -Relaxamento do músculo liso. Adaptado de (19) 
 
1.3. Canais iónicos 
Os canais iónicos são proteínas formadoras de poro que permitem o fluxo de iões através de 
membranas, como a membrana plasmática ou as membranas dos organelos intracelulares 
(24). No MLV estão presentes diversos tipos de canais tais como os canais de potássio (K+), os 
canais de Ca2+, os canais de cloro (Cl-), e os canais catiónicos ativados pelo stress físico (25). 
Alguns destes canais, principalmente os canais de K+ e de Ca2+, apresentam um papel central 
na regulação do tónus vascular e na pressão arterial (26).  
 
1.3.1. Canais de Potássio 
Os canais de K+, presentes nas membranas plasmáticas celulares, são proteínas que permitem 
o fluxo de iões de K+ através das membranas, e são fundamentais para a sobrevivência 
celular, regulando diversos processos tais como o controlo do tónus vascular (26). 
Quanto à sua estrutura, os canais de K+ são formados por proteínas homo- ou 
heterotetramétricas com subunidades α que formam o poro do canal. Existem diferentes 
subunidades α que apresentam números variáveis de domínios transmembranares (TMD). O 
número de TMD é a base de um dos sistemas de classificação dos canais de K+ (27): 
1. O grupo com 6 TMD (S1-S6) com domínios de 1 poro pode ser dividido em 3 famílias: 
canais de K+ dependentes de voltagem (Kv), canais de K
+ ativados pelo Ca2+ de 
pequena (SKCa) e intermédia (IKCa) condutância, e os canais Slo K
+ que incluem os 
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canais de K+ ativados pelo Ca2+ de grande condutância (BKCa) (com mais um TMD que 
os previamente mencionados); 
2. O grupo com 4 TMD e domínios de 2 poros, denominados canais de K+ com domínios de 
dois poros (K2P), que foi recentemente descrito, e é caracterizado por canais com 2 
subunidades α de 4 TMD com duas ansas formadoras de poro; 
3. O grupo com 2 TMD e domínios de 1 poro, sendo os mais frequentemente observados 
os canais de K+ retificadores internos (KIR) e os canais de K
+ sensíveis ao Trifosfato de 
Adenina (ATP) (KATP). 
Os canais de K+ são cruciais na regulação da contratilidade vascular pois, através do seu papel 
na regulação do potencial de membrana em repouso, modulam a atividade dos Canais de 
Cálcio Operados por Voltagem (VOCC), controlando assim o influxo de Ca2+ e a sua 
concentração intracelular, e, desta forma, o grau de contração vascular (27, 28). 
O encerramento dos canais de K+ conduz à despolarização da membrana, e ativação dos VOCC 
(conduzindo a um influxo de Ca2+), podendo ocorrer também a libertação do Ca2+ dos seus 
locais de armazenamento intracelulares. Estes eventos resultam num aumento da 
concentração intracelular de Ca2+, levando à contração das células do MLV, e assim à 
vasoconstrição (27). Por outro lado, a abertura dos canais de K+ leva ao efluxo de K+ e 
hiperpolarização, fecho dos canais de Ca2+ (diminuindo o seu influxo). A ativação dos  
mecanismos de remoção do cálcio contribui para uma diminuição da concentração de Ca2+ 
intracelular, conduzindo à vasodilatação (27). Entre estes mecanismos estão a PMCA e o NCX, 
que transportam o Ca2+ para o exterior da célula, e a SERCA e a ATPase mitocondrial, que 
transportam o Ca2+ para os seus reservatórios intracelulares. 
Nas células do MLV estão identificados quatro tipos de canais de K+: Kv, BKCa, KIR e KATP (29-32) 
(Tabela 1 e Figura 10). Os canais SKCa e IKCa são fracamente expressores nas células do MLV, 
sendo geralmente expressos em células endoteliais (27). Os canais K2P já foram descritos em 
alguns vasos, mas ainda não há evidências definitivas da sua presença nas AUH pela falta de 








Tabela 1 - Caraterísticas e papeis funcionais dos canais de potássio encontrados no músculo liso 
vascular. Adaptado de (33) 
Tipo de 
Canal de K+ 
Inibidores Ativadores Papeis funcionais 
KV 
4-Aminopiridina, Ca2+, Mg2+, 
vasoconstritores (histamina) 
Despolarização 
Contribuem para o potencial de 







ativadores da Proteína 
Quinase A e G, NO 
Regulação por feedback negativo 
do tónus vascular basal, 
hiperpolarização e dilatação a 




Tolbutamida), TEA, Ba2+ 
Cromacalim, Pinacidil, 
ativadores da Proteína 
Quinase A, NO 
Hiperémia reativa, vasodilatação a 
vasodilatadores endógenos e 
farmacológicos, pode contribuir 
para potencial de membrana em 
repouso em algumas artérias 
KIR Iões de Ba2+ 
Hiperpolarização, K+ 
externo 
Vasodilatação cerebral e coronária 
durante alta atividade neuronal; 
pode contribuir para o potencial de 
membrana em repouso 
 
 
Figura 10 - Expressão e função dos canais de potássio na artéria umbilical humana. Adaptado de (27) 
 
1.3.1.1. Canais de Potássio dependentes de voltagem 
Os canais Kv estão nas membranas plasmáticas celulares e permitem o efluxo de iões de K
+, 
em resposta à despolarização (33). 
Estruturalmente, estes canais são compostos por quatro subunidades α formadoras de poro 
idênticas (homotetrâmero) ou distintas (heterotetrâmero), cada uma com 6 TMD: as primeiras 
quatro α-hélices (S1-S4) formam o domínio sensível à voltagem e as duas últimas (S5-S6) 
formam o domínio do poro (Figura 11a e b) (27, 34). As quatro subunidades α estão associadas 
com quatro subunidades reguladoras β citosólicas, que influenciam as caraterísticas do canal 




Figura 11 - Estrutura do canal Kv. Adaptado de (35) 
 
Tabela 2 – Subunidades dos canais Kv. Adaptado de (27, 36) 
Subunidades α Subunidades β 
Kv1.1 – Kv1.10 Kv7.1 – Kv7.5 Kvβ1 
Kv2.1 – Kv2.2 Kv8.1 – Kv8.2 Kvβ2 
Kv3.1 – Kv3.4 Kv9.1 – Kv9.3 Kvβ3 
Kv4.1 – Kv4.3 Kv10.1 e Kv10.2  
Kv5.1 Kv11.1 – Kv11.3  
Kv6.1 – Kv6.4 Kv12.1 – Kv12.3  
 
Estes canais são cruciais na regulação do tónus vascular, pois, como referido, são ativados em 
resposta à despolarização, abrindo e permitindo o efluxo de K+, conduzindo desta forma à 
repolarização e ao potencial de membrana em repouso (33). Por outro lado, estes canais são 
inibidos farmacologicamente pela 4-aminopiridina (4-AP) (37). 
Os Kv são altamente expressos na maior parte das células do MLV (37), nomeadamente na AUH 
(32). No entanto, os canais Kv não parecem estar envolvidos na determinação do tónus basal 
da AUH (32), mas sim  no mecanismo de vasodilatação da testosterona (38). Estudos 
eletrofisiológicos indicam uma diminuição na atividade destes canais em células do MLV de 
animais hipertensos, que poderá contribuir para a despolarização e o aumento do tónus 
vascular em indivíduos com esta patologia (25). Alterações funcionais destes canais estão 
ainda relacionadas com outras condições fisiopatológicas, como a diabetes (39, 40). 
 
1.3.1.2. Canais de Potássio de grande condutância ativados por cálcio 
Os canais BKCa permitem o efluxo de K
+ em resposta a mudanças na concentração intracelular 
de Ca2+ e à despolarização, pensando-se que contribuem para a manutenção do potencial de 
membrana em pequenos vasos (41). 
Em termos de estrutura, são similares aos canais Kv sendo compostos por 4 subunidades α 
formadores de poro e 4 subunidades β (Figura 12). Diversos estudos apontam que as 
subunidades β destes canais são regulatórias, e parecem aumentar a sensibilidade ao cálcio 
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intracelular a estes canais, o que conduz à inibição dos VOCC (42). Estão descritas 4 famílias 
distintas das subunidades β: β1-β4, sendo que as células do ML expressam exclusivamente as 
subunidades β1 (43). 
 
 
Figura 12 - Estrutura dos canais BKCa. Adaptado de (44) 
 
Os canais BKCa podem ser bloqueados por fármacos como o tetraetilamónio (TEA), a 
iberiotoxina e a caribdotoxina, sendo a iberiotoxina o mais específico, pois tem inibe os 
canais a baixas concentrações, às quais não ocorre bloqueio de outros canais de K+ (29, 30). 
Estes canais não são afetados pela glibenclamida, a apamina, ou o Bário (Ba2+). 
Estes canais são caraterísticos das células do MLV. Vários estudos implicam estes canais no 
controlo do estado contrátil da AUH; por exemplo, a utilização de TEA induz contração 
vascular destas artérias, enquanto que a utilização de um ativador (floretina) destes canais 
induz relaxamento, sugerindo a participação dos BKCa na regulação do tónus basal da AUH 
(32). 
Adicionalmente, estes canais parecem também estar envolvidos no relaxamento vascular 
induzido por várias substâncias, como o óxido nítrico (NO) (45), a testosterona (38), e os 
estrogénios (46, 47). Os estrogénios ativam os canais BKCa após exposições agudas (46, 47), e, 
após exposições crónicas estes aumentam a expressão da subunidade β1 (48).  
A função dos canais BKCa parece encontrar-se alterada em situações fisiopatológicas, como a 
hipertensão arterial (49), diabetes (50) e na hipertensão gestacional (51). 
 
1.3.1.3. Canais de Potássio retificadores internos 
Os canais KIR provocam um maior fluxo de K
+ para o interior do que para o exterior da célula, 
ao inverso de realizarem extrusão de K+ prevista pela equação de Nernst (corrente de K+ para 
o exterior). Estes canais são assim ativados por hiperpolarização (vs. despolarização) e 
aumentos na concentração de K+ extracelular (33). Por outro lado, são inibidos por baixas 
 14 
concentrações de iões Ba2+, e a sensibilidade a esta inibição aumenta com hiperpolarização 
(33). 
Os canais KIR foram identificados pela primeira vez no músculo esquelético, tendo sido 
também descritos posteriormente no MLV, nomeadamente em artérias cerebrais (52) e 
coronárias (53). Um estudo realizado por Radenković et. al reportou que a utilização de Ba2+ 
em anéis de AUH previamente contraídos por bradiquinina de gravidezes normais não 
apresentou qualquer efeito, indicando que estes canais não estão envolvidos neste 
mecanismo (51). No entanto, em anéis de AUH provenientes de gravidezes com diabetes 
gestacional, a utilização de Ba2+ aumentou a tensão induzida pela bradiquinina (51). 
 
1.3.1.4. Canais de Potássio sensíveis ao ATP 
Os canais KATP consistem em complexos octaméricos contendo dois tipos distintos de 
subunidades proteicas: quatro subunidades de canais de K+ retificadores internos (KIR6.1 ou 
KIR6.2), estando cada subunidade KIR associada a um recetor sulfonilureia regulador (54).  
Os canais KATP são inibidos por concentrações intracelulares de ATP na ordem dos micromolar 
(54). Os difosfatos de nucleótidos, na presença de Mg2+, ativam os canais KATP em vários 
tecidos, incluindo as células do MLV. OS efeitos inibidores do ATP resultam da ligação do ATP 
à subunidade KIR, enquanto que a ativação por Mg
2+-dinucleótidos ocorre pela interação com o 
recetor sulfonilureia regulador (54). A atividade destes canais é também inibida por 
sulfonilureias (como a glibenclamida), agentes altamente seletivos para estes canais. Estes 
canais não são afetados pela iberiotoxina e apamina, e são menos sensíveis ao TEA (54). 
Um bloqueio dos canais KATP leva a vasoconstrição e despolarização membranar em vários 
tipos de MLV (29). A sua ativação está associada a respostas patofisiológicas, como a dilatação 
arterial sistémica durante a hipóxia, hiperémia reativa na circulação coronária e cerebral, e 
vasodilatação induzida por acidose e choque por endotoxina (29). A inibição destes canais 
leva a uma autorregulação deficiente dos vasos coronários e cerebrais (29). 
Os canais KATP foram identificados pela primeira vez no músculo cardíaco, tendo sido 
posteriormente descobertos em várias células incluindo as células do MLV (30). Não foram 
encontradas na literatura evidências do envolvimento dos canais KATP na 
contração/relaxamento de anéis de AUH intactos. Adicionalmente, foi já reportado que estes 
canais não contribuem para as correntes totais de K+ em células do ML de AUH em cultura 
(55). 
 
1.3.2. Canais de Cálcio 
O Ca2+ é um sinalizador intracelular altamente versátil que regula muitas funções celulares 
tais como a motilidade celular, transcrição genética, contração muscular e a exocitose (56). 
Este segundo mensageiro apresenta as suas funções principais de sinalização, nomeadamente 
a contração muscular, quando a sua concentração é elevada no citosol (56). Esta 
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concentração é regulada pela interação de diversos processos, divididos em mecanismos para 
aumentar ou diminuir a sua concentração (56). 
Os mecanismos de remoção do cálcio do citosol incluem a PMCA e o NCX, que transportam o 
Ca2+ para o exterior da célula, e a SERCA e ATPase mitocondrial, que transportam o Ca2+ para 
os seus reservatórios intracelulares (27). 
Em relação aos mecanismos que permitem aumentar a concentração citosólica de Ca2+, estes 
incluem os canais de Ca2+ presentes na membrana plasmática (56), que são essenciais para a 
regulação do tónus vascular (57-59), e podem ser classificados consoante o seu mecanismo de 
ativação. 
O MLV possui Canais de Cálcio Operados por Voltagem (VOCC), canais de Ca2+ operados por 
recetor (ROCC), canais de cálcio operados por armazenamento (SOCC) ativados após a 
depleção dos locais de armazenamento de cálcio no retículo sarcoplasmático, e canais 
catiónicos não seletivos permeáveis ao Ca2+ (18). Sendo que os VOCC constituem a principal 
via de entrada do Ca2+ extracelular, serão descritos em maior detalhe. 
 
1.3.2.1. Canais de Cálcio Operados por Voltagem (VOCC) 
Os VOCC são canais de Ca2+ presentes nas membranas plasmáticas das células eletricamente 
excitáveis que são ativados pela despolarização da membrana plasmática (57). Estes canais 
são particularmente importantes em células contráteis, nomeadamente nas células do MLV, 
pois, como referido, constituem a principal via de influxo de Ca2+, sinalizador crucial para a 
contração muscular e manutenção da tensão (60). 
Quanto à sua estrutura, os VOCC são formados por uma subunidade α1, formadora do poro, e 
por diferentes subunidades reguladoras (como β, γ, e α2δ) (Figura 14). A subunidade α1, que 
contém o sensor de voltagem, é composta por quatro domínios homólogos (I-IV), cada um 
composto por 6 TMD (S1-S6). Os TMD S1-S4 formam o sensor de voltagem, enquanto que os 
TMD S5-S6 formam a região do poro (59). 
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Figura 13 - Estrutura dos canais VOCC. Adaptado de (35) 
 
Os VOCC foram classificados em tipo T, L, N, P, Q e R (Tabela 3), consoante a sua 
sensibilidade a bloqueadores farmacológicos, à dependência da voltagem, e à cinética de 
condutância (61). Por outro lado, os diferentes tipos de VOCC apresentam distintos papeis na 
transdução de sinal celular (57). 
Os Canais de Cálcio tipo L (LTCC) (subfamília Cav1) são responsáveis pelo início da contração, 
da secreção, da regulação da expressão genética, entre outras funções (57). Esta subfamília é 
sensível a diferentes tipos de bloqueadores farmacológicos e é expressa principalmente em 
tecidos eletricamente excitáveis, tendo sido descrita a sua existência no coração e no ML. A 
nível cardiovascular são quase exclusivamente do subtipo Cav1.2 e o seu bloqueio por 
fármacos, como por exemplo a nifedipina (NIF), é utilizado a nível terapêutico (62). 
Adicionalmente, existem outras três isoformas de LTCC: Cav1.1, Cav1.3, e Cav1.4. Os canais 
Cav1.3 são expressos em conjunto com os Cav1.2 em diversos tecidos tais como no coração, 
sistema nervoso, glândulas adrenais e pâncreas. Já os canais Cav1.1 e Cav1.4 possuem um 
padrão de expressão muito mais restrito com expressão quase exclusiva no músculo 
esquelético e na retina (62). 
Os Canais de Cálcio tipo N, P/Q e R (subfamília Cav2) são responsáveis pela iniciação da 
transmissão sináptica em sinapses rápidas, enquanto que os Canais de Cálcio tipo T (TTCC) 
(subfamília Cav3) são importantes para os potenciais de ação repetitivos em miócitos 





Tabela 3 - Famílias de canais de cálcio. Adaptado de (57) 
Tipo de corrente 
de Ca2+ 




Acoplamento excitação-contração no 
músculo esquelético; regulação da 
transcrição 
Cav1.2 
Acoplamento excitação-contração no 
músculo liso e cardíaco; secreção 
endócrina; transiente de Ca2+ 
neuronal; regulação de atividade 
enzimática; regulação da transcrição 
Cav1.3 
Secreção endócrina; atividade 
pacemaker cardíaca; transiente de 
Ca2+ neuronal; transdução auditiva 




Libertação de neurotransmissores; 
transientes de Ca2+ dendríticas 
P/Q Cav2.2 ω-Agatoxina 
Libertação de neurotransmissores; 
transientes de Ca2+ dendríticas 
R Cav2.3 
SNX-482 (toxina de 
tarântula 
Hysterocrates gigas) 
Libertação de neurotransmissores; 









Nas AUH, foram identificados os LTCC, TTCC, e os canais de Cálcio tipo P/Q (58). Os LTCC 
parecem ser dominantes na regulação da contratilidade das células do MLV pois consistem na 
principal via de entrada de Ca2+ e os inibidores deste canais são potentes vasodilatadores 
(17). Por outro lado, os TTCC estão principalmente envolvidos na regulação da proliferação 
celular (17). 
A função e expressão dos LTCC parece ser modulada por esteróides sexuais, como a 
testosterona (63) e os estrogénios (3, 26, 64). 
 
1.4. Nucleótidos Cíclicos 
Os nucleótidos cíclicos, adenosina monofosfato cíclica (AMPc) e guanosina monofosfato cíclica 
(GMPc), são os principais segundos mensageiros envolvidos na regulação da vasodilatação 
(17). Os seus níveis intracelulares são o resultado do equilíbrio entre a taxa de síntese, 
através da Adenilato Ciclase (AC), ou Guanilato Ciclase (GC), e de degradação através das 
fosfodiesterases (PDE). Estes nucleótidos podem ativar as quinases dependentes deles, a 
proteína quinase A (PKA) dependente do AMPc, ou proteína quinase G (PKG) dependente do 
GMPc, que podem fosforilar outras moléculas e provocar um efeito, mas também já foi 
descrita a ligação direta a proteínas, como as proteínas Epac (proteínas de troca diretamente 
ativadas pelo cAMP) (17). 
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Adicionalmente, cada nucleótido pode ativar ambas as quinases (PKA e PKG) (16). A PKG pode 
ser ativada pelo AMPc, embora em concentrações dez vezes superiores à concentração 
necessária de GMPc. Da mesma forma, a PKA pode também ser ativada pelo GMPc, embora 
também em concentrações dez vezes superiores à concentração necessária de AMPc. No 
entanto, no ML, a concentração citosólica de AMPc é já cerca de dez vezes superior à 
concentração de GMPc. Desta forma, aumentos da concentração citosólica de AMPc podem 
potencialmente ativar ambas as quinases, enquanto que aumentos de GMPc apenas ativarão a 
PKG (16). 
Pensa-se que vários mecanismos estejam envolvidos no efeito vasodilatador dos nucleótidos 
cíclicos nomeadamente: a diminuição dos níveis de Ca2+ citosólicos (nomeadamente através 
da inibição de canais de Ca2+), hiperpolarização membranar (por exemplo, por ativação de 
canais de K+), e redução da sensibilidade da maquinaria contrátil por diminuição da 
fosforilação das MLC (com diminuição da atividade da MLCK ou aumento da atividade da 
MLCP) ou por processos regulatórios dos filamentos finos (16), contribuição de cada um destes 
mecanismos e de cada nucleótido depende do tipo de MLV, da espécie e do estímulo contrátil 
(16). 
 
1.4.1. Adenosina monofosfato cíclica  
O AMPc é sintetizado a partir do ATP intracelular pela AC, que é ativada geralmente por um 
primeiro mensageiro externo que se liga a um recetor acoplado à proteína Gs, como os  
recetores β2 adrenérgicos, recetores A2 purinérgicos, ou recetores IP de prostaciclina (16). 
Por outro lado, a AC é geralmente inibida por mensageiros que se liguem a recetores 
acoplados a proteínas Gi, tais como os recetores α2 adrenérgicos (16). 
O aumento dos níveis citosólicos deste nucleótido cíclico ativam a PKA, induzindo um 
relaxamento de diferentes artérias humanas incluindo a AUH (17), que foi principalmente 
associado à inibição da MLCK. 
Existem distintos tipos de PDE expressas no ML, nomeadamente PDE1, PDE3, PDE4, e PDE5. De 
entre estes tipos, a PDE4 é a enzima principal na regulação do relaxamento da AUH associada 
ao AMPc (17).  
 
1.4.2. Guanosina monofosfato cíclica  
O GMPc é sintetizado a partir do GTP por dois tipos diferentes de GC, que diferem na sua 
localização celular e na forma de ativação: a GC particulada (pGC), também denominada por 
GC membranar, e a GC solúvel (sGC). A pGC é um recetor transmembranar ativado por 
péptidos natriuréticos, como o Péptido Natriurético Auricular (ANP) e o BNP (Péptido 
Natriurético Cerebral); estes péptidos são secretados pelas aurículas cardíacas e cérebro, 
respetivamente, e agem sistemicamente nos recetores ANP (65). Por outro lado, a sGC é um 
recetor intracelular ativado pelo NO, sendo que os fármacos dadores de NO também podem 
 19 
provocar a sua ativação (17). O NO atua de forma parácrina, e, no MLV, é secretado pelas 
células endoteliais em resposta a hipóxia e/ou a estímulos mecânicos, ativando assim as sGC 
nas células do ML adjacentes (65). A PDE5 é a principal enzima que controla a degradação de 
GMPc  e o relaxamento da AUH associado ao GMPc (17). 
Já foi descrito em diversas artérias, nomeadamente na AUH (45) que a vasodilatação induzida 
por GMPc é mediada pela ativação de canais de K+ e a posterior inibição dos LTCC (17). 
Adicionalmente, a ativação da PKG pelo GMPc conduz à ativação da MLCP contribuindo 
também para a vasodilatação (17). 
Relativamente à estrutura das GC, estas podem-se apresentar como homodímeros (como, GC-
A e GC-B, os recetores dos fatores natriutéticos) ou heterodímeros (sGC). A sGC humana é 
/composta por duas subunidades homólogas: α1 e β1. 
 
 
Figura 14 - Estrutura dos recetores NPR e recetor da sGC. Adaptado de (66) 
 
 
1.5. Estrogénios e estradiol 
Os estrogénios são as principais hormonas esteróides do sistema reprodutor feminino. Na 
mulher pré-menopausa são maioritariamente produzidos nos ovários, pelos folículos e corpo 
lúteo e, durante a gravidez, na placenta (67). Por outro lado, nas mulheres pós-menopausa e 
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nos homens os estrogénios são predominantemente produzidos a partir da conversão de 
esteróides precursores em tecidos periféricos (67). 
Existem três principais formas de estrogénios fisiológicos nas mulheres: a estrona (E1), o 
estradiol (E2), e o estriol (E3). O E2 (Figura 15), também designado de 17β-Estradiol (isómero 
17β do estradiol, esteróide C18 com grupos hidroxilo nas posições 3-β e 17-β), é o produto 
predominante e é estrogénio mais potente durante a pré-menopausa. O isómero 17α do 
estradiol liga-se fracamente aos recetores de estrogénio, exibindo pouca atividade 
estrogénica. O E1 tem um papel mais preponderante a partir da menopausa, quando é 
sintetizado no tecido adiposo a partir da dehidroepiandrosterona (DHEA) adrenal. O E3, o 
estrogénio menos potente, é um estrogénio com um papel mais relevante durante a gravidez, 
pois é produzido em grandes quantidades pela placenta. 
 
Figura 15 - Estrutura química do estradiol (68) 
 
Os estrogénios derivam do colesterol através de reações enzimáticas (Figura 16). O colesterol 
procedente das lipoproteínas de baixa densidade ou dos ésteres de colesterol presentes no 
ovário é convertido em pregnenolona através da enzima P450scc mitocondrial. A 
pregnenolona formada pode ser convertida em progesterona (pela ação da 3β 
hidroxiesteróide desidrogenase e Δ5-4 cetoesteróide isomerase) ou 17α-hidroxipregnenolona. 
A progesterona, uma hormona esteróide crucial no sistema reprodutor, é também precursora 
de androgénios e estrogénios, sendo convertida pela 17α-hidroxilase/P450c17 em 17α-
hidroxiprogesterona no retículo endoplasmático, e esta última em androgénios pela 17,20-
liase/P450c17α. A 17α-hidroxipregnenolona é convertida em DHEA pela 17,20-liase/P450c17α. 
A DHEA pode ser convertida em androstenediona, o principal androgénio secretado pelo 
ovário, embora baixas quantidades de DHEA e testosterona sejam também libertados. O E2 




Figura 16 - Biossíntese do estradiol no ovário. Adaptado de (67) 
 
O E2 é crucial para o desenvolvimento e regulação do sistema reprodutor feminino, das 
caraterísticas sexuais secundárias femininas, ciclo menstrual e gravidez (64, 70). Esta 
hormona apresenta também funções noutros tecidos e órgãos: no osso participa na regulação 
da densidade óssea; no cérebro, contribui para os mecanismos envolvidos na potenciação e 
memória a longo prazo; e no tecido mamário, estimula a proliferação celular, podendo 
resultar no desenvolvimento de cancro da mama (64). Adicionalmente, parece apresentar 
efeitos benéficos a nível do sistema cardiovascular, que serão descritos na secção seguinte. 
Durante o ciclo menstrual, o E2 atinge o seu maior pico imediatamente antes da ovulação, 
encontrando-se níveis circulantes de 110-410pg/mL. Já nas fases folicular e lútea os seus 
níveis são de cerca de 19-140 e 19-160pg/mL, respetivamente (67). Durante a transição para 
a menopausa, os níveis séricos de E2 diminuem cerca de 85-90%, apresentando valores abaixo 
de 35pg/mL durante a menopausa; já os níveis séricos de E1 diminuem 65-71% nesta fase de 
transição (67). 
A maioria do E2 em circulação encontra-se fortemente ligado à albumina (60%) e à sex 
hormone binding globulin (SHBG) (38%), e apenas 2-3% se encontram não ligados (ativos). 
Devido ao pequeno tamanho e natureza lipofílica destas moléculas, estas distribuem-se rápida 
e extensivamente. A meia-vida do E2 é de cerca de 3 horas, sendo metabolizado, 
principalmente pelo fígado, e excretado pela urina e fezes (71). 
 
1.5.1. Estrogénios e doenças cardiovasculares 
As doenças cardiovasculares são as principais causas de mortalidade e morbilidade nos países 
ocidentais (72). No entanto, tem sido demonstrado que a incidência destas patologias em 
mulheres pré-menopausa é significativamente mais baixa quando comparada com mulheres 
pós-menopausa e homens de idade comparável. Adicionalmente, a terapia de substituição 
com estrogénios diminui o risco de doenças cardiovasculares (72), embora alguns autores 
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sugiram que esta terapia possa apresentar riscos em pacientes com problemas cardíacos 
prévios. Assim, tem sido sugerido que os estrogénios possam exercer um papel cardiovascular 
protetor.  
Os efeitos cardioprotetores dos estrogénios têm sido explicados por diversos mecanismos, 
nomeadamente modificação do metabolismo lipídico e de hidratos de carbono, modificação 
da composição das lipoproteínas em circulação, mudanças na coagulação sanguínea (73). Os 
estrogénios apresentam um efeito inotrópico negativo no coração e são ainda potentes 
vasodilatadores (73). No entanto, os mecanismos subjacentes ao efeito vasodilatador do E2 
permanecem por esclarecer e devem ser elucidados. Um melhor entendimento é crucial para 
avaliar os riscos e benefícios da terapia com estrogénios no sistema cardiovascular. 
 
1.5.2. Mecanismo vasodilatador do estradiol 
Os vários efeitos fisiológicos dos estrogénios são mediados através da sua ligação a recetores 
de estrogénios e dividem-se em efeitos genómicos e não genómicos (72). 
Os efeitos genómicos (efeitos longos e prolongados) ocorrem predominantemente devido à 
interação entre a hormona e os recetores “clássicos” intracelulares (citosólicos e nucleares) 
de estrogénios (ER alfa (Erα) e ER beta (Erβ)). Esta ligação resulta numa dimerização do 
recetor, translocação para o núcleo, e associação com fatores de transcrição co-ativadores e 
co-repressores, levando a modificações na expressão genética e síntese proteica (74-77). 
Por outro lado, os efeitos não genómicos (efeitos rápidos, reversíveis e de curta duração), tais 
como a vasodilatação, são caracterizados pela insensibilidade a inibidores da transcrição e 
síntese proteica (74, 75, 77). Estes efeitos sugerem que os estrogénios exerçam também os 
seus efeitos através de recetores membranares, e vias de sinalização intracelular rápida (78). 
A ativação de vias de sinalização rápidas na membrana pode também indiretamente conduzir 
a mudanças na expressão genética (77). 
Interessa salientar que o E2 está presente no organismo ao longo da vida das mulheres, com 
níveis variáveis em função da idade relacionados com a existência ou não do ciclo menstrual, 
e com a própria variação de níveis ao longo do ciclo (67). Assim sendo, o E2 que está presente 
a nível sanguíneo irá provocar simultaneamente efeitos rápidos e a longo prazo (genómicos). 
Embora o mecanismo destes dois tipos de efeitos seja diferente, os efeitos resultantes 
coexistem e são indissociáveis. Neste sentido, é preciso sublinhar que a literatura científica 
existente analisa geralmente os efeitos genómicos ou os efeitos rápidos separadamente, 
sendo que estes dois efeitos podem coexistir nos diferentes órgãos do corpo humano. 
Apesar de ser de consenso geral que o E2 é um potente vasodilatador, o mecanismo 




1.5.2.1. Ligação a recetores de estrogénios clássicos 
Os estrogénios ligam-se aos ER “clássicos” (ERα e ERβ) com elevada afinidade e 
especificidade, regulando a transcrição genética (71, 77). 
Estudos realizados em vasos sanguíneos humanos já verificaram a expressão de ambos os 
recetores em células endoteliais e nas células do MLV, nomeadamente em artérias coronárias, 
ilíacas, aorta, e veias safenas (71). No entanto a expressão destes recetores varia com o 
género, com os vasos sanguíneos em estudo, e varia ao longo do tempo (71). Assim, por 
exemplo, a expressão de ERβ é superior em mulheres relativamente a homens (71). 
Adicionalmente, em estudos realizados em ratos, verifica-se também uma diferença na 
expressão destes recetores, nomeadamente o ERα é expresso principalmente em artérias 
uterinas, enquanto que o ERβ é mais abundante em células endoteliais e nas células do MLV 
da aorta, cauda, e artérias uterinas (71). 
No entanto, o efeito vasodilatador do E2, que é rápido e reversível, não parece ser 
dependente de mudanças na expressão genética, pois é insensível a inibidores de transcrição 
e síntese proteica (79-82). Apesar de alguns autores terem reportado uma localização 
membranar destes recetores e o seu envolvimento nos efeitos rápidos do E2 a nível endotelial 
(83, 84), a maioria dos estudos demonstram que a vasodilatação induzida pelo E2 é insensível 
ao inibidor específico dos ERα e ERβ (ICI 182,780) (3, 81, 82, 85). 
 
1.5.2.2. Ligação a recetores de estrogénios membranares 
Adicionalmente à regulação da transcrição genética induzida pela ligação dos estrogénios a 
recetores nucleares, existe ainda a sinalização através de recetores membranares, 
nomeadamente o recetor de estrogénios acoplado à proteína G (GPER) (77, 86). 
Este recetor transmembranar, também denominado por recetor acoplado à proteína G 30 
(GPR 30), não está relacionado estruturalmente com os ER clássicos, e liga o E2 com elevada 
afinidade estando associado principalmente aos seus efeitos rápidos (87, 88), apesar de já 
terem sido descritos também efeitos na expressão genética (89). O GPER é expresso em 
artérias e veias humanas (90), em células endoteliais e células do MLV (91). A sua distribuição 
varia consoante o tipo celular, tendo já sido localizado no retículo endoplasmático e na 
membrana plasmática. 
Estudos já demonstraram que este recetor apresenta um papel predominante na 
vasodilatação induzida pelo estradiol (77, 92), tanto a nível da vasodilatação dependente 
como independente do endotélio (93), que serão explicados nas próximas secções. 
Relativamente à vasodilatação dependente do endotélio, a ativação do GPER leva à ativação 
da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), aumentando a produção de NO, que ativa a GC (93, 
94). Adicionalmente, a ativação deste recetor pelo seu agonista seletivo, G1, relaxa as células 
do MLV das artérias coronárias humanas e da aorta de suínos de forma independente do 
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endotélio, possivelmente através da ativação dos canais BKCa. A especificidade deste último 
resultado foi confirmada através da utilização do inibidor do GPER, G15 (95). Lindsey et. al 
sugerem que a este efeito vasorelaxante possa ser mediado pela ativação da AC, com 
produção de AMPc (93). 
 
1.5.2.3. Efeitos dos estrogénios no endotélio 
O E2 pode ativar vias de relaxamento vascular dependentes do endotélio, tais como vias 
mediadas pelo NO, prostaciclinas e fatores hiperpolarizantes (96, 97). 
O E2 pode induzir a geração rápida de NO no endotélio através da ativação não-genómica da 
via de sinalização fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKt (86, 98, 99). O envolvimento dos ER 
clássicos e do GPER neste efeito é ainda controverso (86, 94, 98-100). A fosforilação de AKt 
leva à fosforilação da eNOS aumentando a sua capacidade de gerar NO através da conversão 
de L-arginina em L-citrulina (99). Adicionalmente a este efeito rápido, o E2 também atua de 
forma genómica no endotélio levando à sobreregulação da eNOS levando a aumentos na 
capacidade de produção de NO a longo prazo (71, 99, 101). O aumento da libertação de NO 
pelas células endoteliais está associada com a ativação da GC das células do MLV, levando ao 
aumento do GMPc, ativação da PKG e fosforilação e ativação dos canais BKCa (102, 103). 
A produção e libertação de NO de origem endotelial é superior em mulheres pré-menopausa 
em relação a homens de idades comparáveis, contribuindo para a diferença na pressão 
arterial entre os dois géneros (104). Adicionalmente, durante a gravidez em condições 
normais (normotensão), a síntese de NO total aumenta, podendo contribuir para a adaptação 
cardiovascular e aumento de síntese GMPc. Da mesma forma, a inibição de NOS aumenta a 
resistência vascular dos vasos umbilicais in vitro e diminui o fluxo umbilical (102); esta 
inibição, em ratos fêmea durante a gravidez, leva ao desenvolvimento de hipertensão, 
proteinúria, trombocitopénia, e restrição de crescimento intrauterino (105). Assim, o NO 
parece contribuir para a manutenção da perfusão dos vasos umbilicais. 
Como referido acima, o relaxamento induzido por E2 não envolve o NO exclusivamente. Este 
aumento da função endotelial é potenciado pelo aumento concomitante na síntese de 
prostaciclina (75, 99) através da ativação do gene da cicloxigenase nas células endoteliais 
(104). Adicionalmente, o relaxamento é mediado também por fatores hiperpolarizantes, 
entre outros. 
No entanto, a via dependente do endotélio não parece ser a principal via de relaxamento 
induzido pelo E2, pois já vários autores demonstraram relaxamentos independentes do 
endotélio. Este efeito vasodilatador direto nas células do ML, independente do endotélio, já 
foi observado em diferentes artérias de diferentes espécies, tais como aorta (3, 85, 106), 
artérias coronárias (73, 96, 107, 108), cerebrais (80), carótidas (79), omentais (109), e 
mesentéricas (110). 
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1.5.2.4. Inibição dos canais de cálcio 
Como referido anteriormente, o Ca2+ é essencial para a contração do MLV (19). Vários autores 
têm vindo a sugerir que a inibição dos canais de Ca2+, um efeito rápido e independente da 
ativação dos ER clássicos e de síntese proteica, é o principal mecanismo de vasodilatação 
induzida pelo E2 (3, 79, 80). 
Um estudo realizado por Zhang et al. em 1994 na linha celular A7r5 (células do ML da aorta de 
rato) verificou que o E2 inibia a corrente de Ca2+ dos canais LTCC e TTCC de forma rápida 
(111). Desde então, alguns estudos, nomeadamente em artérias de miométrio de rato (112) e 
artérias cerebrais de coelho (79, 80), verificaram a importância da inibição dos canais de Ca2+ 
para esta vasodilatação. Mais recentemente, diversos estudos verificaram que o efeito 
vasorelaxante não genómico do E2 era, pelo menos parcialmente, mediado pela inibição dos 
LTCC, nomeadamente na aorta de rato (3, 74) e em artérias cerebrais caninas (81). 
Relativamente a estudos em células do ML humano, em 2007 Ulrich et al. transfetaram 
células da linha celular HEK-293 (células embrionárias humanas de rim) com ácido 
desoxirribonucleico complementar (cDNA) dos canais Cav1.2 e concluíram que o E2 inibia 
diretamente a corrente de Ca2+ em cerca de 50% (64). 
Estes estudos sugerem assim que os efeitos vasorelaxantes do E2 são mediados, pelo menos 
de forma parcial, pela inibição dos LTCC. 
 
1.5.2.5. Efeito nos canais de potássio 
Existe alguma controvérsia relativamente ao envolvimento dos canais de K+ na vasodilatação 
induzida por E2. 
Alguns estudos sugeriram a ativação dos canais de K+ como mecanismo da vasodilatação 
induzida pelo E2, pelo menos de forma parcial. No ano 2000, Rosenfeld et al. sugeriram que 
os canais BKCa estariam envolvidos no mecanismo vasodilatador do E2 em artérias uterinas de 
ovelha, sendo ativados provavelmente por vias não genómicas (103). Dois anos mais tarde, 
White et al. sugeriram também que a ativação destes canais nas células do ML de artérias 
coronárias humanas está associada com a sua fosforilação dependente de GMPc (46). Em 2003 
também Tsang et al. e Tep-Areenan et al. concluíam que o mecanismo independente do 
endotélio em artérias mesentéricas e em aorta de rato era parcialmente mediado através da 
ativação não seletiva dos canais de Ca2+ (28, 113). Han et al. em 2006 estudaram este 
mecanismo em artérias coronárias humanas tendo verificado a estimulação dos canais BKCa 
pela NOS neuronal (nNOS), pela via PI3/Akt (114). 
Em contraste, vários estudos defendem que os canais de K+ não estão envolvidos na 
vasodilatação induzida pelo E2. Nomeadamente, Salom et al. indicaram que a ativação dos 
canais de K+ não está envolvida neste mecanismo (79). Em 2003, Unemoto et al. estudaram 
aorta de ratos normotensos e hipertensos, tendo também verificado que os canais de K+ não 
estariam envolvidos no mecanismo vasodilatador do E2 em ratos normotensos; no entanto, 
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estariam envolvidos no mecanismo nos ratos hipertensos, nomeadamente os canais KV e KATP 
(106). Um estudo mais recente realizado por Cairrão et al. em 2012 verificou que os canais de 
K+ não estão envolvidos na vasodilatação induzida pelo E2 em aorta de rato (3). Já em 2014 
um estudo realizado em artérias cerebrais caninas verificou que os canais de K+ não estariam 
envolvidos na vasodilatação induzida pelo E2 nas artérias carótidas internas, mas 
apresentavam um pequeno papel (KATP) nas artérias basilares, sugerindo que o envolvimento 
dos canais dependia do tecido em estudo (81). 
 
1.5.2.6. Envolvimento dos nucleótidos cíclicos 
Relativamente às vias intracelulares relacionadas com o efeito vasodilatador do E2, alguns 
autores demonstram o envolvimento de nucleótidos cíclicos (110), enquanto outros 
demonstram o oposto (81).  
Vários estudos realizados em artérias mesentéricas de rato (93, 110) e em artérias coronárias 
de suíno (115, 116) concluíram que os efeitos rápidos induzidos pelo E2 envolveriam a via do 
AMPc, devido à ativação da AC levando a uma ativação cruzada da PKG pelo AMPc (110, 115). 
Estudos realizados em artérias humanas também apoiam o envolvimento dos nucleótidos 
cíclicos na vasodilatação induzida pelo E2. Nomeadamente, em 1993 Mugge et al. verificavam 
que o E2 produzia um efeito de vasodilatação independente do endotélio em artérias 
coronárias humanas associado com um aumento de AMPc e GMPc (107). Em 2002 White et al. 
verificavam que em células do ML de artérias coronárias humanas esta vasodilatação estava 
associada à fosforilação dos canais BKCa dependente de GMPc (46). Em 2012, Townsend et al. 
estudaram os efeitos do E2 em ML das vias aéreas humanas e concluíram que os efeitos 
envolviam o AMPc e a PKA (117). 
Pelo contrário, alguns autores afirmam que os nucleótidos cíclicos não estão envolvidos no 
mecanismo de relaxamento do E2. Kitazawa et al. em 1997 (118) defendiam que este efeito 
não envolvia a PKA nem a PKG. Mais recentemente, Ramírez-Rosas et al. 2014, realizaram um 
estudo em artérias basilares e carótidas internas de cães e verificaram que a utilização de 
inibidores de sGC (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, ODQ) e AC (SQ 22536) não 
inibiram o relaxamento induzido pelo E2, sugerindo que o efeito vasodilatador é 







1.6. Patologias na Gravidez 
 
1.6.1. Diabetes gestacional 
A diabetes mellitus gestacional é definida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como 
“hiperglicemia primariamente reconhecida durante a gravidez”, e pela Associação Americana 
de Diabetes como “diabetes diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre de gravidez”, e 
afeta cerca de 5% das gravidezes na europa desenvolvida (119, 120). 
Esta patologia está associada com um aumento do risco materno de desenvolver 
préeclâmpsia, parto prematuro, parto por cesariana, e desenvolvimento de diabetes mellitus 
clássica (119). Os riscos para o recém-nascido incluem aumento na adiposidade, e um 
aumento do tamanho para a idade gestacional (peso ao nascimento acima do percentil 90). 
Estes recém-nascidos apresentam um aumento no risco a longo termo de desenvolverem 
resistência a insulina, obesidade, e diabetes, e desenvolvimento de diabetes gestacional 
(119). 
 
1.6.2. Hipertensão na gravidez 
A hipertensão na gravidez é uma condição importante em relação às causas de morbilidade e 
mortalidade materna em todo o mundo, assim como a infeção e a hemorragia (121). A 
hipertensão é uma das condições patológicas mais frequentes em gestantes, complicando 5-
10% de todas as gravidezes. 
Durante a gravidez, a hipertensão é categorizada em: hipertensão gestacional, hipertensão 
crónica, pré-eclâmpsia (pré-eclâmpsia leve, pré-eclâmpsia superimposta, e pré-eclâmpsia 
severa) e eclâmpsia (122). 
A hipertensão gestacional é definida como um aumento da pressão arterial apenas 
gestacional, sem proteinúria, e complica aproximadamente 6% das gravidezes (122). Esta 
pressão arterial gestacional é igual ou superior a 140mm Hg (sistólica) ou 90mm Hg 
(diastólica) numa gestante normotensa antes das 20 semanas de gestação, e volta à 
normalidade 12 semanas pós-parto (121, 122). No entanto este grupo envolve uma mistura 
heterogénea de gestantes, tais como pacientes com hipertensão crónica não diagnosticada, 
hipertensão da gravidez que deixa de se verificar após o parto, e pacientes que irão 
desenvolver pré-eclâmpsia (122). 
A pré-eclâmpsia é uma síndrome definido como um aumento da pressão arterial acompanhada 
por proteinúria (excreção urinária diária de proteínas igual ou superior a 300 mg), ocorrendo 
geralmente após as 20 semanas de gestação (121, 122). A pré-eclâmpsia pode levar a 
complicações sistémicas tais como da função renal, hematológica, hepática, neurológica, ou 
pulmonar, podendo também causar retraimento do crescimento fetal ou abrupção placentar 
(121). Esta patologia complica 5-8% das gravidezes aumentando a morbilidade e a mortalidade 
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materna e neonatal. A mortalidade materna devida a esta forma de hipertensão, apesar de 
ter vindo a diminuir em países desenvolvidos, em países sem cuidados pré-natais adequados 
chega a valores de 40-80%. Muitas destas mortes seriam evitadas através de cuidados pré-
natais e terapias profiláticas de ataques epiléticos (122). 
A eclâmpsia é a ocorrência de ataques epiléticos que não podem ser explicados de outra 
forma em mulheres com pré-eclâmpsia (122).  
A hipertensão crónica ocorre em 3-5% das gravidezes e consiste num aumento da pressão 
arterial diagnosticado antes das 20 semanas de gestação, ou hipertensão persistente 12 
semanas pós-parto (122). 
A hipertensão crónica com pré-eclâmpsia superimposta é diagnosticada na presença de 
aumentos na pressão arterial acima da pressão basal da paciente, uma mudança na 





O presente estudo teve com objetivo central avaliar os efeitos genómicos e não-genómicos do 
E2 a nível vascular em artérias umbilicais humanas de grávidas saudáveis (AUHctr), com 
diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensão gestacional (AUHhip). Neste sentido, os 
seguintes objetivos específicos foram definidos: 
1) Analisar simultaneamente os efeitos rápidos e genómicos do E2 na contratilidade das 
AUHctr através da técnica banho de órgãos; 
2) Determinar o mecanismo de vasorelaxamento do E2 nas AUHctr, através de banho de 
órgãos, e analisar a influência dos efeitos genómicos do próprio E2 no mecanismo; 
3) Determinar o efeito do E2 na expressão de mRNA de subunidades dos canais Cav1.2, Kv 
e BKCa em células do ML das AUHctr através de Polymerase Chain Reaction 
quantitativo (qPCR); 
4) Examinar a capacidade contrátil do ML das AUHhip através de banho de órgãos; 
5) Analisar os efeitos rápidos e genómicos do E2 na contratilidade das AUHhip através de 
banho de órgãos; 
6) Examinar a capacidade contrátil do ML das AUHdge através de banho de órgãos; 
7) Analisar os efeitos rápidos e genómicos do E2 na contratilidade das AUHdge através de 




3. Materiais e Métodos 
 
3.1. Preparação das amostras biológicas 
No presente estudo foram utilizadas artérias umbilicais humanas de grávidas saudáveis 
(AUHctr), com diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensão gestacional (AUHhip). Estas 
artérias foram provenientes de cordões umbilicais obtidos de partos vaginais no término da 
gestação realizados pelo Serviço de Obstetrícia e Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da 
Beira E.P.E. (Covilhã, Portugal). Todos os procedimentos realizados com esta amostra 
biológica foram aprovados pela Comissão de Ética do Centro Hospitalar da Cova da Beira em 
conformidade com a Declaração de Helsínquia. 
Após o parto, os cordões umbilicais foram recolhidos e imediatamente colocados numa 
solução salina fisiológica (PSS) estéril constituída por (mM); NaCl 110; CaCl2 0,15; KCl 5; MgCl2 
2; HEPES 10; NaHCO3 10; KH2PO4 0,5; NaH2PO4 0,5; Glucose 10; EDTA 0,49. A esta solução foi 
adicionada uma mistura de antibióticos e antimicótico (penicilina 5U/mL, estreptomicina 
5μg/mL, e anfotericina B 12,5ng/mL) e antiproteases (leupeptina 0,45mg/L, benzamidina 
26mg/L e inibidor de tripsina 10mg/L) de forma a evitar contaminações e degradação dos 
tecidos. Os cordões umbilicais foram mantidos nesta solução a 4ºC e utilizados nas 24-48h 
seguintes. 
 
3.2. Análise da contratilidade vascular 
A partir dos cordões obtiveram-se as artérias, após a remoção da geleia de Wharton e das 
veias umbilicais. As AUHctr, AUHdge ou AUHhip foram posteriormente colocadas em PSS 
durante 12h. Seguidamente, as artérias foram cortadas em anéis arteriais de 3-4mm e 
realizou-se a remoção mecânica do endotélio. Os anéis resultantes foram incubados em meio 
de cultura celular Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) / F12 durante 24h, com ou sem 
adição de E2, constituindo assim diferentes grupos:  
- Um grupo de anéis foi incubado apenas em meio DMEM-F12;  
- Um grupo de anéis foi incubado em DMEM-F12 com etanol 0,01% (veículo do E2);  
- Um grupo de anéis foi incubado com DMEM-F12 com adição de E2 100nM;  
- Um grupo de anéis foi incubado em DMEM-F12 com adição de E2 100µM. 
Após a incubação de 24h, as artérias foram colocadas no banho de órgãos numa solução 
modificada de Krebs com a seguinte composição (mM): NaCl 119; KCl 5; NaHCO3 25; KH2PO4 
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1,2; CaCl2 0,5; MgSO4 1,2; EDTA 0,03; glicose 11. Esta solução fisiológica foi mantida a 37ºC e 
gaseificada continuamente com carbogénio (95% O2 e 5% CO2). 
Os anéis arteriais foram suspensos entre dois fios de aço inoxidável paralelos para registo da 
tensão isométrica; a tensão em gramas (g) foi medida através de um transdutor de força 
(TRI201, Panlab SA, Espanha), um amplificador (ML118/D Quad Bridge, ADInstruments) e uma 
interface Power-Lab/4SP (ML750, ADInstruments) ligada a um sistema computadorizado com o 
software “PowerLab Chart 5”. 
Os anéis arteriais foram submetidos a uma pré-tensão de 1,5g e equilibrados durante cerca de 
1h, mudando a solução de Krebs a cada 15 minutos. 
Após estabilização da tensão, as artérias foram contraídas com os agentes contráteis 5-HT 
(1μM) ou Cloreto de Potássio (KCl, 60mM). Todos os anéis arteriais contraídos por qualquer um 
dos agentes contráteis que apresentaram contrações inferiores a 1g foram descartados. Após 
o estímulo contráctil, as artérias foram expostas a concentrações crescentes de E2 (1-100 
μM). Paralelamente, após o estímulo contráctil, foram feitos ensaios de controlo com etanol 
(concentrações não superiores a 0,01%), o veículo utilizado para dissolução do E2. 
De forma a determinar o envolvimento dos LTCC na vasodilatação induzida pelo E2, foi 
utilizado o fármaco NIF (10μM), um inibidor específico destes canais. De forma a analisar o 
envolvimento dos nucleótidos cíclicos no mesmo processo, foram utilizados diferentes 
fármacos com interações a nível das vias dos nucleótidos cíclicos: o nitroprussiato de sódio 
(SNP, 10μM), um estimulador da sGC; o ANP (0,1μM), um estimulador da pGC; o ODQ (30μM), 
um inibidor da sGC; e o SQ 22536  (SQ, 30μM), um inibidor da AC. Paralelamente, foram 
realizados ensaios com os solventes que constituíram os veículos de alguns dos fármacos 
referidos (etanol no caso da NIF, ODQ e SQ). 
 
3.3. Análise da expressão genética 
 
3.3.1. Dissecação do cordão umbilical e cultura celular 
Para a análise da expressão genética foram utilizadas células musculares lisas das AUHctr. A 
dissecação do cordão umbilical e posterior cultura celular foram realizadas de acordo com os 
procedimentos de Martin de Llano et al. (1) e Cairrão et al. (2), em câmara de fluxo laminar 
em condições de esterilidade e em gelo.  
Resumidamente, o cordão foi lavado com PSS e antibiótico/antimicótico de forma a evitar a 
contaminação. De seguida, as AUHctr foram isoladas por remoção da geleia de Wharton 
envolvente, e segmentadas em pequenos fragmentos. Cada segmento foi então cortado 
longitudinalmente e o endotélio foi mecanicamente removido com uma leve passagem de um 
cotonete estéril. Estes segmentos das artérias, foram transferidos para uma caixa de Petri 
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com uma nova solução de lavagem, onde foram extraídas camadas de MLV da parte interna da 
artéria, através da utilização de pinças estéreis. As camadas obtidas foram lavadas quatro 
vezes em solução de PSS sem antibiótico. Após lavagem, as camadas foram colocadas em 
frascos de cultura de 25cm2 previamente revestidas com colagénio (5μg/cm) e colocadas 
numa incubadora a 37ºC numa atmosfera de ar 95% e CO2 5%. Cerca de 10 minutos depois 
foram adicionados 2mL de meio de cultura, contendo DMEM-F12, 5% de soro fetal bovino, 
fator de crescimento epidérmico (100ng/mL), fator de crescimento de fibroblastos (1μg/mL), 
heparina (2mg/mL), e insulina (5μg/mL), e os frascos foram novamente colocados na 
incubadora. Após 24h foram adicionados mais 2mL do meio de cultura referido. O meio de 
cultura foi mudado a cada 2/3 dias, e cultura confluentes foram obtidas após 
aproximadamente um mês. Subculturas destas células foram obtidas até à sexta passagem. 
 
3.3.2. Tratamento com estradiol 
Placas de 6 poços contendo células do MLV de culturas em confluência foram submetidas a 
incubação com E2. Inicialmente, após se verificar a confluência plena, as células foram 
incubadas durante 24h em meio sem soro de forma a apresentarem um fenótipo contrátil. 
Seguidamente, as células foram expostas a diferentes concentrações de E2 (10nM e 100nM) 
durante 24h. O E2 (Sigma-Aldrich Química, Portugal) foi inicialmente dissolvido em etanol de 
forma a obter uma solução stock, a partir da qual se realizaram diluições em meio sem soro 
para obter as concentrações desejadas. Nos poços de controlo foi utilizado o veículo usado na 
preparação do E2, ou seja, etanol 0,01%. 
 
3.3.3. Extração de RNA 
O ácido ribonucleico (RNA) total foi extraído dentro de uma hotte utilizando o Reagente 
TRIzol® (Ambion) de acordo com as recomendações do fabricante, em gelo, com todo o 
material estéril. Resumidamente, para a extração do RNA total de um poço com células do ML 
em confluência, adicionou-se aos poços sem meio 200μL de TRIzol® (1mL TRIzol®/100mg de 
tecido), que consiste numa solução composta por fenol e isotiocianato de guanidina. Este 
reagente permite a disrupção das células e dissolução dos componentes celulares, com 
consequente libertação do RNA da célula sem comprometer a sua integridade. De seguida, 
realizou-se a raspagem dos poços utilizando cell scrappers de forma a soltar as células que se 
encontram aderidas ao fundo dos poços. Após passagem do fluido resultante para eppendorfs 
e uma incubação de 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 80μL de 
clorofórmio e realizou-se homogeneização por inversão, com nova incubação de 2-3 minutos à 
temperatura ambiente. Os eppendorfs foram então centrifugados a 12000g a 4ºC durante 15 
minutos, de forma a separar as diferentes fases: orgânica (no fundo do eppendorf, que 
contém as proteínas e resíduos de fenol e clorofórmio), interfase (fase intermédia, onde se 
encontra o ácido ribonucleico, DNA) e fase aquosa (fase superior, onde se encontra o RNA). A 
fase aquosa foi transferida para novo eppendorf, ao qual se juntou 200μL de isopropanol para 
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precipitação do RNA. Então, agitou-se mecanicamente a solução e incubou-se 10 minutos à 
temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente a 12000g, a 4ºC durante 10 minutos. 
Rejeitou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado três vezes com etanol a 75% em água 
dietilpirocarbonato (DEPC) (a -20ºC), agitando no vórtex, centrifugando a 7500g a 4ºC durante 
5 minutos, e removendo o sobrenadante de etanol. Após as lavagens, incubou-se o pellet 
durante 5 minutos a temperatura ambiente, e hidratou-se em 20μL de água DEPC, sendo 
armazenado a -80ºC para análise posterior. 
Analisou-se a pureza e concentração do RNA através da análise em nanoespetrofotómetro 
(Nanophotometer TM, Implen, Alemanha). Este equipamento calcula automaticamente a 
concentração de RNA (μg/μL), e o rácio de absorvância A260/A280. Este rácio permite analisar a 
pureza do RNA, pois 260nm é o comprimento de onda de máxima absorvância dos ácidos 
nucleicos, e 280nm é o comprimento de onda de máxima absorvância das proteínas. Um RNA 
de elevada pureza apresenta um rácio A260/A280 entre 1,8 e 2,1. 
Para analisar a integridade do RNA foi também efetuada uma eletroforese em gel de agarose 
a 1% com green safe. Em eletroforese de amostras de RNA não degradadas devem observar-se 
duas bandas bem definidas de RNA ribossomal: 28s e 18s. 
 
3.3.4. Síntese de cDNA  
A síntese de cDNA (DNA complementar) a partir do RNA foi realizada através do kit NZY M-
MuLV Reverse Transcriptase (NZYTech), seguindo as recomendações do fabricante. Para cada 
reação de síntese de cDNA (volume final de 20μL) adicionou-se um volume equivalente a 1μg 
de RNA, 2,5μL de Random hexamer mix (0,5μg/μL) (mistura de primers aleatórios, de forma 
iniciar a síntese de DNA de sequências inespecíficas), 1μL de desoxirribonucleótidos 
trifosfatados (dNTPs, 10mM), perfazendo o volume com água estéril sem nucleases. Esta 
mistura foi então incubada a 65ºC durante 5 minutos, e arrefecida em gelo. Juntou-se a esta 
mistura 2μL de 10x reaction buffer e 1μL de M-MuLV, uma transcriptase reversa que realiza a 
síntese de cDNA a partir de RNA, na presença de primers e dNTPs. A mistura obtida foi 
incubada a 25ºC durante 10 minutos, 37ºC durante 60 minutos, e a reação foi de seguida 
inativada a 70ºC durante 15 minutos. O cDNA foi armazenado a -20ºC. 
De forma a verificar a ocorrência da síntese de cDNA a expressão do gene housekeeping da 
β2-microglobulina (β2M) foi analisada através da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) 
convencional após transcrição reversa. Resumimente, foi realizada uma mix para n+1 reações, 
para um volume final de 25µL. Por cada reação adicionou-se 2,5μL de 10x reaction buffer 
(NZYTech), 1,5μL de MgCl2 (50 mM) (NZYTech), 0,625μL de dNTPs (10 mM), 0,1 μL de Taq DNA 
polimerase (5U/μl) (NZY Taq DNA polymerase, NZYTech), 1,2μL de primer Forward, 1,2 μL de 
primer Reverse e 16,875μl de água estéril até um volume total de 24μL. A cada reação foi 
adicionado 1μL de cDNA, à exceção do controlo negativo, ao qual se adicionou água estéril. A 
amplificação dos genes ocorreu num termociclador T100TM (BioRad), pela seguinte ordem de 
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condições: 94ºC durante 5 minutos; 30 ciclos de diferentes temperaturas (94ºC durante 30 
segundos para desnaturação, seguidos de 52ºC durante 30 segundos para emparelhamento dos 
primers, e 72ºC durante 30 segundos para polimerização); e, por último, 72ºC durante 5 
minutos para alongamento final. Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese 
em gel de agarose a 1,5% na presença de green safe, utilizando o marcador NZY DNA Ladder V 
(NZYTech). 
 
3.3.5. Análise da expressão genética por qPCR 
A expressão de genes de subunidades dos canais LTCC (Cav1.2), Kv (Kvβ1, Kvβ2, Kvβ3) e BKCa 
(BKCaα, BKCaβ) foi analisada através da técnica de qPCR em células do ML provenientes de 
gravidezes saudáveis. O gene endógeno usado foi β2M para normalizar os níveis de expressão 
genética. As reações de amplificação dos genes foram preparadas para um volume final de 
20μL: 10μL de SYBR Green Fluorescein qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 1,2μL de primer 
Forward, 1,2μL de primer Reverse, 1μL de cDNA, perfazendo com água estéril. As amostras 
foram expostas às seguintes condições de amplificação: 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de 
diferentes temperaturas (95°C durante 30 segundos, temperatura de annealing (T.A.) ótima 
de cada primer durante 30 segundos, e 72ºC durante 20 segundos), e um gradiente 55-95ºC 
para determinação da curva de melting. A formação de dímeros de primers e a pureza do 
produto amplificado foram avaliadas através da análise das curvas de melting. As diferenças 
na expressão genética relativa entre experiências foram calculadas usando o modelo 
matemático de Pfaffl usando a fórmula: 2-ΔΔCt (123).  
 
Tabela 4 - Primers utilizados para qPCR 
Nome do 
primer 







































3.4. Análise estatística 
Os dados obtidos foram expressos como média ± erro padrão. A análise dos dados foi realizada 
com o software SigmaStat 3.5 (Systat Software, Reino Unido). A comparação estatística entre 
dois grupos de dados foi realizada utilizando o teste t de Student. A comparação entre mais 
de dois grupos de dados foi realizada utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste 
post-hoc (teste de Tukey ou Dunnett), para determinar as diferenças significativas entre as 





4.1. Artérias procedentes de grávidas saudáveis 
(AUHctr) 
 
4.1.1. Efeitos do estradiol na tensão induzida por 5-HT e KCl  
As AUHctr, após remoção do endotélio, foram incubadas durante 24h com E2 (100nM e 100µM) 
ou veículo (etanol 0,01%). Usando a técnica banho de órgãos, estes anéis foram contraídos 
com 5-HT (1 µM) ou KCl (60mM). As tensões induzidas pelos agentes contráteis foram 
analisadas. 
Não se verificaram diferenças nas contrações máximas induzidas por qualquer um dos agentes 
contráteis entre o grupo de anéis incubado apenas em meio DMEM-F12 e o grupo de anéis 
incubado em DMEM-F12 com etanol 0,01% (veículo do E2), pelo que se utilizaram todos estes 




Figura 17 - Tensões induzidas por 5-HT e KCl em AUHctr incubadas com veículo, E2 100nM e E2 100µM 
(* p<0,05 vs. AUH incubadas com veículo, One-way ANOVA) 
 
Não se encontraram diferenças significativas nas contrações máximas induzidas pela 5-HT 
entre as AUHctr incubadas com veículo e as AUHctr incubadas em qualquer das concentrações 
de E2 (Fig. 17). 
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Por outro lado, as contrações induzidas por KCl em AUHctr incubadas com E2 foram 
significativamente mais baixas em comparação com as AUH incubadas com veículo (Fig. 17).  
Compararam-se também as contrações induzidas pela 5-HT em relação às contrações 
induzidas pelo KCl, não havendo diferenças significativas nas AUHctr incubadas com veículo 
ou com E2 100nM. Por outro lado, nas AUHctr incubadas com E2 100µM verificou-se que as 
contrações induzidas pelo KCl foram significativamente mais baixas em comparação com as 
contrações induzidas pela 5-HT. 
 
4.1.2. Análise simultânea dos efeitos rápidos e genómicos do 
estradiol 
Como foi indicado na Introdução, o E2 presente no organismo irá provocar simultaneamente 
efeitos rápidos e a longo prazo (genómicos). Embora o mecanismo destes dois tipos de efeitos 
seja diferente, os efeitos resultantes coexistem e são indissociáveis. Neste sentido, no 
presente trabalho iremos analisar os efeitos rápidos e genómicos do E2 quer separadamente, 
quer simultaneamente. 
Assim, após contração das AUHctr com 5-HT ou KCl, o efeito rápido de concentrações 












Figura 18 - Efeitos de concentrações crescentes de E2 (1µM-100µM) em AUHctr 
A: AUH contraídas com 5-HT; B: AUH contraídas com KCl 
 
 
Verificou-se que, após contração com qualquer um dos agentes contráteis, o E2 induziu 
vasorelaxamento rápido e dose-dependente em todas as artérias, independentemente do tipo 
de incubação (Fig. 18). Paralelamente foram realizados ensaios apenas com o etanol, não se 
tendo verificado qualquer efeito relaxante. Ao comparar os efeitos vasorelaxantes do E2 nas 
AUHctr contraídas com 5-HT em relação aos efeitos do veículo verificaram-se diferenças 
significativas a partir da concentração de 3µM (incubação com veículo) ou 10µM (incubações 
com E2) (dados não representados nas figuras). Relativamente às AUHctr contraídas com KCl, 
as diferenças começaram a verificar-se nas concentrações de 10µM (incubações com veículo e 
E2 100µM) ou 30µM (incubação com E2 100nM) (dados não representados nas figuras). 
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Por outro lado, não se verificaram diferenças estatísticas no efeito vasorelaxante do E2 entre 
as AUHctr incubadas com veículo e as AUHctr incubadas com E2, independentemente do 
agente contrátil (Fig. 18). 
Compararam-se também os efeitos vasorelaxantes do E2 nas AUHctr contraídas pela 5-HT em 
relação às AUHctr contraídas pelo KCl, não se tendo encontrado diferenças significativas 
independentemente da incubação. 
 
4.1.3. Análise do mecanismo vasorelaxante do estradiol 
De forma similar, usando a técnica de banho de órgãos, anéis de AUHctr sem endotélio 
incubadas com E2 ou veículo foram contraídas com 5-HT e KCl e o efeito vasodilatador da NIF 
(inibidor dos LTCC), SNP (estimulador da sGC), ODQ (inibidor da sGC), ANP (estimulador da 
pGC) e SQ 22536 (inibidor da AC) foram analisados, de forma a determinar o envolvimento dos 
LTCC, sGC, pGC e AC, respetivamente, no mecanismo de vasorelaxamento do E2. 
Paralelamente a estes ensaios, foram testados os efeitos isolados do veículo de alguns dos 
fármacos, o etanol, não se tendo obtido efeitos relaxantes ou contráteis significativos. 
 
 
4.1.3.1. Análise do envolvimento dos canais de cálcio tipo-L 
Para determinar o envolvimento da inibição dos LTCC no vasorelaxamento induzido pelo E2, 
após contração das AUHctr com 5-HT ou KCl, foi adicionada ao banho de órgãos a NIF (10µM), 
e de seguida E2 (100µM). 
 
 
Figura 19 - Efeito vasorelaxante da NIF (10µM) e E2 em AUHctr incubadas com veículo ou E2 e 
contraídas com 5-HT 




Nas AUHctr contraídas pela 5-HT não se encontraram diferenças significativas entre o efeito 
relaxante da NIF em comparação com o efeito da aplicação conjunta da NIF e E2 (Fig. 19). 
Verificou-se, no entanto, que a NIF parece induzir relaxamentos mais acentuados em 
comparação com o E2, sendo esta diferença estatisticamente significativa na incubação das 
AUHctr com veículo (Fig. 19). Em todas as incubações, o efeito vasorelaxante conjunto da NIF 
e E2 foi significativamente superior ao efeito isolado do E2 (Fig. 19). 
Nas AUHctr contraídas pelo KCl o efeito relaxante da NIF foi superior a 100% nas diversas 
incubações pelo que se testou uma concentração mais baixa deste fármaco (100nM). 
 
 
Figura 20 - Efeito vasorelaxante da NIF (100nM) e E2 em AUHtctr incubadas com veículo ou E2 e 
contraídas com KCl (** p<0,01 e *** p<0,001 vs. E2 100µM, t-test; ## p<0,01 e ### p<0,001 vs. NIF 100nM, 
t-test) 
 
Ao utilizar esta concentração de NIF verificaram-se diferenças significativas entre o 
vasorelaxamento induzido apenas pela NIF ou pelo E2 em comparação com a aplicação 
conjunta de NIF com E2 (Fig. 20). Não se encontraram diferenças significativas entre os 
efeitos de vasorelaxamento induzidos isoladamente pelo E2 e a NIF (Fig. 20). 
 
 
4.1.3.2. Análise do envolvimento da guanilato ciclase solúvel 
Para determinar o envolvimento da sGC no efeito vasorelaxante induzido pelo E2, contraíram-
se as AUH com 5-HT ou com KCl e, posteriormente, adicionou-se ao banho de órgãos o SNP 




Figura 21 - Efeito vasorelaxante do SNP e E2 em AUHctr incubadas com veículo ou E2. A: AUH contraídas 
com 5-HT; B: AUH contraídas com KCl 
(** p<0,01 e *** p<0,001 vs. E2 100µM, t-test; # p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 vs. SNP 10µM, t-test; b 
p<0,05 vs, incubação com veículo, One-way ANOVA) 
 
Nas AUHctr contraídas com 5-HT verificou-se que os efeitos vasorelaxantes da aplicação 
conjunta de SNP e E2 eram significativamente superiores aos efeitos do SNP isoladamente (em 
todas as incubações) e do E2 isoladamente (na incubação com E2 100µM) (Fig. 21A). Não se 
encontraram diferenças significativas entre o efeito relaxante do SNP e o efeito do E2 (Fig. 
21A). Adicionalmente, não se encontraram diferenças significativas entre os efeitos dos 
fármacos entre as diferentes incubações (Fig. 21A). 
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Nas AUHctr contraídas com 5-KCl verificou-se que os efeitos vasorelaxantes da aplicação 
conjunta de SNP e E2 eram significativamente superiores aos efeitos do SNP isoladamente e 
do E2 isoladamente (em todas as incubações) (Fig. 21B). Não se encontraram diferenças 
significativas entre o efeito relaxante do SNP e o efeito do E2, à exceção das AUHctr 
incubadas com 100µM, em que o efeito do SNP foi significativamente superior (Fig. 21B). 
Adicionalmente, verificou-se que a vasodilatação induzida pelo SNP foi significativamente 
mais alta nas AUHctr incubadas com E2 100µM em comparação com as restantes incubações 
(Fig. 21B). No entanto, ao analisar o efeito da aplicação conjunta dos fármacos não se 
encontraram diferenças significativas entre as incubações (Fig. 21B). 
Para complementar estes resultados, utilizou-se também o fármaco ODQ (inibidor da sGC), 
seguido da aplicação de E2 (100µM). 
 
 
Figura 22 - Efeito vasorelaxante do E2 após inibição da sGC, em AUH incubadas em veículo ou E2 
e contraídas com 5-HT (** p<0,01 e *** p<0,001 vs. ODQ 30µM; t-test) 
 
 
A aplicação isolada do ODQ não induziu vasorelaxamento das AUHctr em qualquer das 
incubações, e os efeitos do E2 isoladamente e da aplicação conjunta do E2 com ODQ foram 
significativamente superiores à aplicação do ODQ (Fig. 22). Ao comparar o efeito 
vasorelaxante isolado do E2 com a aplicação conjunta de ambos os fármacos, em qualquer das 







4.1.3.3. Análise do envolvimento da guanilato ciclase particulada 
Para determinar o envolvimento da pGC no vasorelaxamento induzido pelo E2, contraíram-se 
as AUH com 5-HT, e adicionou-se ao banho de órgãos o ANP (100nM), e de seguida o E2 
(100µM). 
 
Figura 23 - Efeito vasorelaxante do ANP e E2 em AUH incubadas com veículo ou E2 contraídas com 5-HT 
(** p<0,01 e *** p<0,001 vs. E2 100µM; t-test) 
 
Ao analisar os dados obtidos com as AUHctr incubadas com veículo verificou-se que os efeitos 
relaxantes do E2 e do ANP são similares, não se encontrando diferenças significativas a nível 
estatístico (Fig. 23). Adicionalmente, o vasorelaxamento induzido pela aplicação conjunta do 
ANP com o E2 é significativamente superior ao efeito isolado do E2, parecendo também 
superior ao efeito isolado do ANP mas sem significância estatística (p=0,093) (Fig. 23). Nesta 
incubação, a aplicação conjunta de ambos os fármacos (E2 e ANP) parece aditiva (Fig. 23). 
Por outro lado, na incubação com E2 100µM não se obteve efeito relaxante com o ANP, sendo 
este significativamente inferior ao relaxamento induzido pelo E2 e parecendo também 
inferior ao efeito isolado do ANP mas sem significância estatística (p=0,053) (Fig. 23). 
 
 
4.1.3.4. Análise do envolvimento da adenilato ciclase 
Por último, para determinar o envolvimento da AC no vasorelaxamento induzido pelo E2, 
contraíram-se as AUH com 5-HT, e adicionou-se ao banho de órgãos o SQ 22536 (100µM), e de 
seguida o E2 (100µM). 
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Figura 24 - Efeito vasorelaxante do E2 após inibição da AC, em AUH incubadas em veículo ou E2 e 
contraídas com 5-HT (*** p<0,001 vs. SQ22536 10µM; t-test) 
 
Após contração com 5-HT, verificou-se que, em ambas as incubações, o SQ 22536 não exerceu 
efeito vasorelaxante das AUHctr, e os efeitos do E2 isoladamente e da aplicação conjunta do 
E2 com SQ 22536 foram significativamente superiores à aplicação do SQ 22536 (Fig. 24). Ao 
comparar o efeito vasorelaxante isolado do E2 com a aplicação conjunta de ambos os 
fármacos, em qualquer das incubações, não se encontram diferenças significativas (Fig. 24). 
 
 
4.1.4. Efeitos do estradiol na expressão genética 
Para estudos de expressão genética, as células do ML das AUH em cultura foram incubadas em 
meio sem soro durante 24h, e de seguida incubadas durante 24h em meio sem soro com 
veículo (etanol 0,01%) ou com E2 (10nM e 100nM). Posteriormente, foi realizada a extração de 
RNA e confirmação da sua pureza e integridade através de espetrofotometria e eletroforese 
em gel de agarose. Após transcrição reversa, o cDNA resultante foi então analisado através de 
qPCR para comparação da expressão de genes chave na contratilidade vascular, tais como 
genes de canais de Ca2+ (Cav 1.2) e de canais de K
+ (Kvβ1, Kvβ2, Kvβ3, BKCaα e BKCaβ). 
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Figura 25 - Expressão do gene Cav1.2 em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 
10nM e E2 100nM 
 
Ao analisar a expressão do gene codificante da subunidade Cavα1 dos canais Cav1.2 não se 
encontraram diferenças significativas entre as células do ML incubadas em veículo em relação 




Figura 26 - Expressão do gene Kvβ1 em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 
10nM e E2 100nM. (* p<0,05 vs. incubação com veículo, One-way ANOVA) 
 
Após a análise da expressão do gene codificante para a subunidade Kvβ1 dos canais Kv 
verificou-se uma sobreexpressão deste gene nas células do ML incubadas com E2 a uma 
concentração de 10nM em comparação com as células do ML incubadas em veículo. No 
entanto, não se verificaram diferenças significativas na expressão deste gene entre as células 
incubadas em E2 100nM e as células incubadas em veículo (Fig. 26). 
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Figura 27 - Expressão do gene Kvβ2 em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 




Figura 28 - Expressão do gene Kvβ3 em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 
10nM e E2 100nM 
 
 
Aquando da análise da expressão dos genes codificantes das subunidades Kvβ2 e Kvβ3 dos 
canais Kv não se encontraram diferenças significativas entre as células do ML incubadas com 
veículo e as células do ML incubadas com E2 (Fig. 27 e 28). 
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Figura 29 - Expressão do gene BKCaα em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 
10nM e E2 100nM (* p<0,05 vs. incubação com veículo, One-way ANOVA) 
 
Ao analisar a expressão do gene codificante da subunidade BKCaα dos canais BKCa nas células 
do ML incubadas com E2 10nM pareceu observar-se um aumento de expressão em comparação 
com as células do ML incubadas com veículo, não se tendo verificado, no entanto, diferenças 
significativas. Por outro lado, nas células incubadas com E2 100nM verificou-se um aumento 
da expressão significativo em relação às células incubadas com veículo (Fig. 29). 
 
Figura 30 - Expressão do gene BKCaβ em células do músculo liso de AUHctr incubadas em veículo, E2 
10nM e E2 100nM (* p<0,05 vs. incubação com veículo, One-way ANOVA) 
 
Ao analisar o gene codificante da subunidade BKCaβ dos canais BKCa verificou-se um aumento 
significativo na expressão nas células do ML incubadas com E2 10nM em comparação com as 
células do ML incubadas em veículo. Por outro lado, nas células do ML incubadas com 
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E2 100nM não se encontraram diferenças significativas em comparação com as células 
incubadas em veículo (Fig. 30). 
 
4.2. Artérias procedentes de grávidas com 
diabetes gestacional (AUHdge) 
 
4.2.1. Comparação da tensão induzida por 5-HT e KCl em 
AUHdge e em AUHctr 
Anéis de AUHctr e AUHdge sem endotélio foram incubadas durante 24h com E2 (100µM) ou 
veículo (etanol 0,01%). Usando também a técnica de banho de órgãos, estes anéis foram 
contraídos usando 5-HT (1 µM) ou KCl (60mM), e a tensão induzida por estes agentes 














Figura 31 - Tensões induzidas por 5-HT (A) e KCl (B) em AUHctr e AUHdge incubadas em veículo ou E2 
100µM (*** p<0,001 vs. AUHctr; # p<0,05 vs. AUH incubadas em veículo; t-test) 
 
 
Não se verificaram diferenças entre as contrações induzidas pela 5-HT entre as AUHctr e as 
AUHdge, nem entre as AUH incubadas com E2 ou veículo (Fig. 31A). 
Por outro lado, as contrações induzidas por KCl foram significativamente mais baixas em 
AUHdge em comparação com AUHctr. A incubação com E2 diminuiu a tensão nas AUHctr, mas 






4.2.2. Efeitos vasculares do estradiol em AUHdge 
Após contração com 5-HT ou KCl, os anéis de AUHctr e de AUHdge (previamente incubados em 
E2 100µM ou veículo) foram expostos a concentrações crescentes de E2 (1-100µM), e os seus 








Figura 32 - Efeitos rápidos do E2 (1µM-100µM) em AUHctr e AUHdge contraídas com 5-HT (A e B) e KCl 
(C e D). A e C: AUH incubadas em veículo; B e D: AUH incubadas em E2 100µM 
 
 
Nas AUH contraídas com 5-HT verificou-se que o E2 induziu um rápido vasorelaxamento 
dependente da dose, e este efeito foi similar em AUHctr e AUHdge (Fig. 32A-B). 
Nas AUH contraídas com KCl verificou-se também que o E2 induziu um rápido 
vasorelaxamento dependente da dose, similar entre AUHctr e AUHdge (Fig. 32C-D). No 
entanto, a vasodilatação induzida pelo E2 a 100µM foi mais baixa em AUHdge quando 
incubadas em E2 em comparação com as AUH incubadas com veículo (p<0,05, t-test). 
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4.3. Artérias procedentes de grávidas hipertensas 
(AUHhip) 
 
4.3.1. Comparação da tensão induzida por 5-HT em AUHhip e 
em AUHctr 
Anéis de AUHctr e AUHhip sem endotélio foram incubadas durante 24h com E2 (100µM) ou 
com veículo (etanol 0,01%). Também se utilizou a técnica de banho de órgãos para analisar a 
contractilidade provocada pela 5-HT (1 µM) em diferentes condições. 
 
Figura 33 - Tensões induzidas por 5-HT em AUHctr e AUHhip incubadas em veículo ou E2 100µM 
(** p<0,01 vs. AUHctr, t-test) 
 
A contração induzida pela 5-HT foi significativamente superior em anéis de AUHhip em 
comparação com anéis de AUHctr, sugerindo um aumento da sensibilidade dos anéis 
hipertensos à 5-HT (Fig. 33). O aumento desta sensibilidade foi mitigado nos anéis incubados 
com E2 (Fig. 33). 
 
 
4.3.2. Efeitos vasculares do estradiol em AUHhip 
Após contração com 5-HT, os anéis de AUHhip e AUHctr (previamente incubados em E2 100µM 
ou veículo) foram expostos a concentrações crescentes de E2 (1-100µM), e os seus efeitos 




Figura 34 - Efeitos rápidos do E2 (1µM-100µM) em AUHctr e AUHhip contraídas com 5-HT. 
A: AUH incubadas em veículo; B: AUH incubadas em E2 100µM (* p<0,05 e ** p<0,01 vs. AUHctr, t-test) 
 
O E2 induziu vasorelaxamento rápido dependente da dose nas AUHhip incubadas em veículo e 
em E2 100µM (Fig. 34). 
Ao comparar o efeito vasorelaxante do E2 entre as AUHctr e as AUHhip incubadas em veículo 
verificou-se que este era significativamente superior nas AUHctr numa concentração de 3µM 
(Fig. 34A). Nas restantes concentrações de E2 utilizadas não se encontraram diferenças 
significativas entre os grupos de AUH (Fig. 34A). 
Relativamente às AUH incubadas em E2 100µM verificou-se também que o efeito 
vasorelaxante do E2 era significativamente superior nas AUHctr relativamente às AUHhip nas 
contrações de 3 e 10µM (Fig. 34B). Nas restantes concentrações de E2 utilizadas não se 




5.1. Efeitos do estradiol em AUHctr 
 
5.1.1. Tensão induzida por 5-HT e KCl e efeitos vasculares do 
E2 
Como mostrado nos resultados obtidos em AUHctr, a incubação com E2 (24h) não alterou os 
efeitos contráteis máximos induzidos pela 5-HT. Por outro lado, a incubação das AUHctr com 
E2 100nM ou 100µM levaram à diminuição das contrações máximas induzidas pelo KCl. 
A diferença de resultados obtidos entre os dois agentes contráteis pode ser devida aos 
diferentes mecanismos implicados no efeito contrátil destes agentes (38, 124). 
Nomeadamente, as contrações induzidas pela 5-HT são mediadas pelos recetores 5-HT2A e 5-
HT1B/1D: a ativação dos recetores 5-HT2A leva à estimulação da PLC, aumentando os níveis de 
IP3, enquanto que a ativação dos recetores 5-HT1B/1D leva à inibição da AC (124, 125). Por 
outro lado, a contração vascular induzida pelo KCl nas AUH é devida principalmente ao 
influxo de Ca2+ extracelular mediado pelos LTCC (126). Assim, é possível que a exposição 
prolongada ao E2 provoque alterações genómicas ou pós-transcripcionais destes canais. Neste 
sentido, recentemente, Hill et. al demonstraram que a exposição de artérias coronárias de 
porcos fêmea ao E2 atenua a contração induzida pelo KCl e que está associada a uma 
diminuição da abundância dos canais Cav1.2 através de um processo pós-transcripcional (127). 
Tharp et. al também já haviam demonstrado que a sensibilidade ao KCl no mesmo modelo 
animal era superior quando estes animais eram ovariectomizados em comparação com 
animais controlo (26). 
Quanto aos efeitos rápidos do E2, este induz um vasorelaxamento dependente da 
concentração, e que é observado segundos ou minutos após a exposição ao E2. Estes dados 
sugerem que o mecanismo responsável por este efeito não é genómico, pois o intervalo de 
tempo é demasiado curto para o efeito ser mediado por mecanismos clássicos envolvendo a 
ativação da transcrição genética (81). Estes resultados estão em concordância com estudos 
realizados noutros vasos e noutras espécies, nomeadamente em aorta de rato (3, 106), 
artérias mesentéricas de rato (104, 113), artérias coronárias de suíno (47), artérias carótidas 
e basilares caninas (81), artérias carótidas de coelho (79), artérias coronárias de coelho (108), 
artérias uterinas e placentares humanas (128), entre outras. Não se verificaram diferenças 
neste efeito entre AUH incubadas com veículo em comparação com AUH incubadas com E2, 
sugerindo que a existência dos efeitos genómicos do E2 não modifica os efeitos rápidos do 
próprio E2. 
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5.1.2. Análise do mecanismo vasorelaxante do estradiol 
Relativamente ao mecanismo vasorelaxante do E2, analisou-se a possibilidade de 
envolvimento dos LTCC, sGC, pGC e AC. 
Quanto à analise do envolvimento dos LTCC, os resultados obtidos nas AUHctr contraídas com 
5-HT sugerem que o E2 possa partilhar o mesmo mecanismo de ação que a NIF, agindo através 
da inibição dos LTCC, uma vez que não existem diferenças significativas entre o efeito 
vasorelaxante isolado da NIF em relação ao efeito da aplicação conjunta da NIF com E2. Nas 
AUH contraídas com KCl, a aplicação isolada da NIF levou a um relaxamento total das artérias 
(100%), pelo que foi testada uma concentração dez vezes mais baixa deste fármaco, que 
levou a relaxamentos na ordem dos 50%, similares aos relaxamentos obtidos pelo E2. O efeito 
vasorelaxante da aplicação conjunta de NIF com E2 foi sempre significativamente superior aos 
efeitos isolados de qualquer um dos fármacos. No entanto, estes resultados podem dever-se 
ao facto de se estar a utilizar uma concentração demasiado baixa de NIF para esta exercer o 
seu efeito de forma eficaz. Em suma, os resultados sugerem que o mecanismo vasorelaxante 
do E2 possa estar associado à inibição dos LTCC, estando em concordância com diversos 
estudos realizados em linhas celulares animais (74, 111), em células do ML humano (64), e em 
artérias de rato (3), de coelho (79, 80), e de cão (81).  
Quanto à análise do envolvimento da sGC, os resultados sugerem que os mecanismos que 
levam aos efeitos vasorelaxantes do E2 e do SNP são diferentes, uma vez que a utilização do 
ODQ não modificou o efeito relaxante do E2 nas AUHctr contraídas com 5-HT ou KCl. 
Adicionalmente, o efeito vasorelaxante isolado do SNP foi similar ao efeito vasorelaxante do 
E2, e o efeito vasorelaxante após aplicação conjunta de SNP e E2 pareceu aditivo (à excepção 
das AUH contraídas com KCl e incubadas em E2 100µM). Estes resultados estão em 
concordância com estudos efetuados por outros autores em artérias coronárias de porco 
(115), artérias mesentéricas de rato (110) e artérias basilares e carótidas internas de cães 
(81) sem endotélio, que demonstraram que a utilização de ODQ não inibia o vasorelaxamento 
induzindo pelo E2. Adicionalmente, verificou-se também que os efeitos induzidos 
isoladamente pelo E2, pelo SNP (neste caso apenas em AUH contraídas com 5-HT), ou pela 
aplicação conjunta foram similares entre todas as incubações. Por outro lado, os efeitos 
induzidos isoladamente pelo SNP nas AUHctr contraídas com KCl foram significativamente 
superiores nas AUHctr incubadas com E2 100µM comparativamente com as AUHctr incubadas 
com veículo ou com E2 100nM, sugerindo que a o E2 em altas concentrações poderá, a longo 
prazo, modular a expressão genética da sGC ou da PKG.  
Relativamente à pGC, os resultados mostram que esta molécula não está envolvida no 
mecanismo vasorelaxante do E2 uma vez que, nas AUHctr incubadas com veículo, o efeito da 
aplicação conjunta de ANP e E2 pareceu aditivo. Por outro lado, nas AUHctr incubadas com E2 
100µM, o ANP não exerceu efeito relaxante. 
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Os resultados também sugerem que o efeito vasorelaxante do E2 nas AUHctr não passa pela 
estimulação da AC uma vez que, em ambas as incubações utilizadas (veículo e E2 100µM), a 
utilização de SQ 22536 não modificou o efeito relaxante do E2. Tal como referido na 
Introdução, existe alguma controvérsia acerca do envolvimento dos nucleótidos cíclicos no 
mecanismo vasorelaxante do E2. Estudos realizados por Keung et al. em artérias coronárias de 
porco (115) e artérias mesentéricas de rato (110) verificaram que o efeito vasorelaxante do 
E2 era abolido parcialmente pela utilização de SQ 22536. Por outro lado, Ramírez-Rosas 
realizaram um estudo similar em artérias basilares e carótidas internas de cães, onde 
verificaram que a utilização deste fármaco não alterava o vasorelaxamento induzido pelo E2 
(81). Esta disparidade de resultados pode resultar do facto de as artérias em estudo serem 
distintas, pois artérias apresentando localizações fisiológicas e estruturas membranares 
diferentes podem apresentar mecanismos modificados (81). Nomeadamente, as células do 
MLV de diferentes artérias podem apresentar diferente distribuição de canais iónicos e 
propriedades eletrofisiológicas que poderão modificar a resposta final. 
Em suma, os resultados sugerem que o mecanismo vasorelaxante do E2 nas AUHctr envolve a 
inibição dos LTCC, mas é independente da ativação da sGC, pGC ou AC. Adicionalmente, os 
efeitos genómicos do E2 não alteram, qualitativa ou quantitativamente, o mecanismo de ação 
vasorelaxante do próprio E2. 
 
5.1.3. Efeitos do estradiol na expressão genética 
São diversos os artigos que demonstram os efeitos rápidos do E2, nomeadamente a inibição 
das correntes de Ca2+ nas células do ML (3, 64, 74, 81, 111). No entanto, estudos com altas 
doses farmacológicas de E2 administrado durante tempos de exposição curtos (<1h) não 
representam os efeitos in vivo do E2 no tónus vascular, que parece resultar de mecanismos 
crónicos de modulação de contratilidade vascular com concentrações mais baixas da hormona 
em circulação (127). Assim, neste projeto analisaram-se também as expressões de mRNA de 
subunidades de canais de Ca2+ e K+ através de qPCR. 
Não se encontraram diferenças significativas na expressão de mRNA da subunidade Cavα1 dos 
canais Cav1.2 entre as células do ML incubadas em veículo em relação às células incubadas em 
E2. Estes resultados vão ao encontro de estudos realizados anteriormente. Um estudo 
realizado em porcos fêmea demonstrou que nos animais ovariectomizados se verificava um 
aumento das correntes de Ca2+ nas células do ML das suas artérias coronárias (26). No 
entanto, ao analisar a expressão de mRNA e proteína das subunidades Cavα1, CavB2a, CavB3, e 
CavB4 dos canais Cav1.2 nas células das respetivas artérias não se encontraram diferenças 
significativas em relação aos animais não ovariectomizados (26). Por outro lado, nos animais 
ovariectomizados verificou-se uma diminuição na expressão proteica da subunidade CavB1 
(26). Assim, este estudo levantou a hipótese de que o E2 pode inibir os LTCC aumentando a 
expressão da subunidade reguladora CavB1 (26). Mais recentemente, um estudo realizado 
também em artérias coronárias de porcos fêmea, revelou que o E2 (1nM) diminuía a expressão 
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proteica da subunidade Cavα1 do canal Cav1.2 na ordem dos 30% (127). Este efeito foi 
dependente dos ER clássicos e independente do GPER. No entanto, a mesma concentração de 
E2 não afetava a expressão do transcrito da mesma subunidade, sugerindo que o E2 reduz a 
abundância dos canais Cav1.2 através de um processo pós-transcripcional (127).  
Ao analisar a expressão das subunidades dos canais Kv, não se encontraram diferenças 
significativas na expressão de mRNA das subunidades Kvβ2 e Kvβ3 entre as células incubadas 
em veículo e as células incubadas com E2. Por outro lado, a expressão de mRNA da 
subunidade Kvβ1 foi superior nas células incubadas com E2 a 10nM em comparação com as 
células incubadas com veículo ou com E2 100nM. Do nosso conhecimento, não existem estudos 
prévios que tenham analisado a influência do E2 na expressão destas subunidades. 
A expressão da subunidade BKCaα dos canais BKCa foi significativamente aumentada nas células 
incubadas com E2. Quanto à subunidade BKCaβ, verificou-se também uma sobre-expressão 
significativa nas células incubadas com E2 10nM em comparação com as células incubadas em 
veículo, não se observando diferenças significativas entre as células incubadas em E2 100nM e 
as células incubadas em veículo. 
Existem diversos estudos realizados em animais do sexo feminino ovariectomizados sobre o 
efeito da substituição com E2 na expressão de mRNA ou proteína dos canais BKCa e verificam 
quer sobre-expressão, quer inalteração da mesma. Nomeadamente, Jamali et. al verificaram 
que, em células da aorta de porquinhos-da-Índia, a subunidade BKCaα nos animais tratados 
com E2 era significativamente sobre-expressa em relação aos animais tratados com veículo, o 
que não ocorreu com a expressão das subunidades BKCaβ1 (129). Por outro lado, Tsang et. al 
analisaram e não encontraram alterações significativas na expressão das subunidades BKCaα e 
BKCaβ entre aortas de ratos não ovariectomizados, ovariectomizados e ovariectomizados 
tratados com E2 durante 5 semanas (130). Nagar et. al analisaram os efeitos da substituição 
aguda (uma única administração) ou diária (durante seis dias) de E2 em ovelhas, e, na 
substituição aguda não encontraram diferenças significativas na expressão de nenhuma das 
subunidades destes canais nas artérias uterina, mesentérica e mamária entre animais 
ovariectomizados e tratados (48). Na substituição diária também não verificaram diferenças 
na expressão de mRNA ou proteína da subunidade α das artérias uterina, mesentérica e 
mamária. Já na expressão da subunidade β1 os resultados foram diferentes consoante o 
tecido, tendo verificado que o tratamento diário com E2 não alterou a expressão de mRNA 
nem proteína nas artérias mesentéricas, mas levou a um aumento na expressão de mRNA nas 
artérias mamárias, de proteína no miométrio, e de mRNA e proteína nas artérias uterinas 
(48). Assim, estes autores sugerem que a exposição prolongada ao E2 pode alterar a função 
dos canais BKCa, o tónus vascular basal e reatividade das artérias mencionadas (48). 
Relativamente a estudos realizados em tecidos humanos, Chandran et. al verificaram através 
da técnica de microarray que a incubação de linhas celulares do ML uterino em E2 10nM 
durante 72h não produzia alterações significativas na expressão de mRNA das subunidades 
BKCaα. No entanto, através da técnica de qPCR, verificaram que esta incubação levava à 
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diminuição da expressão desta subunidade (70). Korovkina et. al também verificaram que a 
incubação de células do músculo liso da artéria coronária humana com E2 diminuía a 
expressão da proteína BKCaα (131). Verificam-se assim diferenças nos efeitos do E2 na 
expressão dos transcritos e proteínas das subunidades dos canais BKCa consoante a espécie e 
tecido em estudo. 
Em suma, os resultados indicam que a exposição das células do ML das AUHctr ao E2 não leva 
a alterações na expressão de mRNA da subunidade Cavα1 dos canais Cav1.2 nem das 
subunidades Kvβ2 e Kvβ3 dos canais Kv. Por outro lado, a exposição a E2 levou a um aumento 
da expressão das subunidades Kvβ1 dos canais Kv (E2 10nM) e das subunidades BKCaα (E2 10 e 
100nM) e BKCaβ (E2 10nM) dos canais BKCa. 
 
 
5.2. Função vascular e efeitos do estradiol em 
AUHdge  
Para analisar a função vascular das AUHdge foi comparada a sua capacidade contrátil após 
exposição a agentes contráteis com as AUHctr. Após a análise da tensão induzida pela 5-HT 
em AUHdge em comparação com AUHctr, verificou-se que esta pareceu mais baixa nas AUH 
com patologia, não se tendo verificado diferenças significativas. Estes resultados estão de 
acordo com um estudo realizado por Mulhern et al. em aorta de ratos com e sem diabetes 
mellitus (132). Por outro lado, Head et. al (133) e Radenkovik et al. (134) reportaram valores 
significativamente mais baixos em aorta de rato com diabetes mellitus e AUH de mulheres 
com diabetes gestacional, respetivamente, em comparação com os controlos (sem patologia). 
A tensão induzida pelo KCl foi significativamente mais baixa em AUHdge em comparação com 
as AUHctr. Estes resultados estão em concordância com estudos realizados por outros autores 
em aorta de rato (133, 135, 136) e em miométrio humano (137). Verificaram-se valores mais 
baixos de tensão em artérias de indivíduos com diabetes em comparação com artérias 
normais, e estes autores sugerem que esta perda da capacidade contrátil das células 
musculares em resposta a estes agentes possa estar associada com a degeneração das células 
do ML e/ou com uma diminuição da expressão dos canais de Ca2+ e uma reduzida sinalização 
de Ca2+ (136, 137). 
De forma a compreender melhor a origem da perda desta capacidade contrátil seriam 
bastante úteis estudos a nível da expressão genética e proteómica de proteínas-chave neste 
processo. De facto, um estudo de 2015 demonstrou que nos cordões umbilicais de mulheres 
grávidas com diabetes tipo 1 existem alterações morfológicas a nível das camadas dos vasos 
umbilicais e também alterações genéticas a nível da função vascular (nomeadamente nos 
genes das proteínas PDE5A e NPR-B) (138). Adicionalmente, um estudo realizado em mulheres 
grávidas obesas com e sem diabetes gestacional demonstrou também a existência de 
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alterações a nível de proteínas envolvidas na sinalização do Ca2+ no músculo esquelético no 
primeiro grupo (139). 
De seguida, de forma a compreender o papel do E2 analisaram-se os efeitos genómicos e não 
genómicos do E2 nas AUH. Assim, comparou-se a tensão induzida pelos agentes contráteis 
entre as AUH incubadas com veículo e as artérias incubadas com E2. As AUH contraídas com 
5-HT previamente incubadas com E2 apresentaram valores de tensão que não foram 
significativamente diferentes das AUH incubadas com veículo. Por outro lado, a incubação 
com E2 diminuiu a contração induzida pelo KCl nas AUHctr, em concordância com outros 
estudos (140). Estes autores sugerem que esta diminuição na contratilidade possa ser devida à 
inibição dos canais de Ca2+ (140). Por outro lado, a incubação com E2 não apresentou o 
mesmo efeito nas AUHdge.  
Após a exposição rápida (15 minutos) a concentrações crescentes de E2, verificou-se uma 
vasodilatação dependente da dose, similar entre as AUHctr e as AUHdge, e também entre 
incubações. No entanto, as AUHdge incubadas com E2 foram menos sensíveis aos seus efeitos 
rápidos de vasorelaxamento. 
Relativamente à sensibilidade aos efeitos do E2 seria também útil realizar estudos a nível 
genético, nomeadamente a níveis dos recetores citosólicos e membranar do E2, assim como 
das proteínas potencialmente envolvidas no seu mecanismo de vasorelaxamento. Kleiblova et. 
al demonstraram que a expressão dos recetores ERα e ERβ se encontrava significativamente 
reduzida no tecido subcutâneo de grávidas com diabetes gestacional em comparação com 
grávidas saudáveis (141).  
O papel do E2 na diabetes gestacional é ainda controverso. Diversos estudos sugerem que o E2 
em níveis fisiológicos apresenta um papel na regulação do metabolismo energético e 
homeostase da glucose. Nomeadamente, esta hormona parece aumentar a replicação e 
melhorar a sobrevivência e a função das células β secretoras da insulina durante a gravidez 
(142, 143). Estudos realizadas em ratos knockout para a aromatase verificaram que estes 
apresentam não só baixos níveis de E2 como também resistência à insulina (144). 
Adicionalmente, nestes ratos o tratamento com E2 leva a uma reversão da resistência à 
insulina (145). Por outro lado, estudos sugerem que os níveis fisiologicamente elevados desta 
hormona durante a gravidez (146) ou não fisiológicos (excessivamente elevados ou baixos) 
(147) podem promover a resistência à insulina e o desenvolvimento de diabetes gestacional. 
Alonso et. al defendem ainda que o E2 não está envolvido na resistência fisiológica à insulina 
que ocorre na gravidez (148). 
Existe também discrepância em relação aos níveis plasmáticos de E2 durante a gravidez com 
diabetes gestacional em comparação com gravidez saudável. Um estudo realizado em 2016 
analisou os níveis de esteróides sexuais durante o segundo trimestre em grávidas saudáveis 
com fetos do género feminino, grávidas com DG, e grávidas com diabetes mellitus tipo 2, e 
verificou que os níveis de E2 eram mais baixos nas grávidas com qualquer uma das patologias 
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referidas em relação às grávidas saudáveis (149). Adicionalmente, verificaram também um 
menor rácio E2/testosterona nestes mesmos grupos, sugerindo que ambas as alterações se 
poderiam dever a uma menor atividade da aromatase (149). Um estudo de 2017 indicou 
também que os níveis de E2 do cordão umbilical de grávidas com diabetes gestacional eram 
mais baixos em comparação com grávidas saudáveis (142). Em contraste, outros autores 
indicaram que em grávidas com diabetes gestacional os valores de E2 se encontram 
significativamente mais elevados em comparação a grávidas saudáveis (150, 151).  
Em suma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que as AUHdge apresentam menor 
capacidade contrátil e são menos sensíveis aos efeitos do E2 em comparação com as AUHctr. 
 
 
5.3. Função vascular e efeitos do estradiol em 
AUHhip 
Como referido anteriormente, as AUH não são inervadas, pelo que a contração das camadas 
de MLV depende de substâncias vasoativas presentes em circulação tais como a 5-HT (1, 4). 
Nestas artérias, as contrações induzidas por este agente são mediadas pelos recetores 5-HT2A 
e 5-HT1B/1D (124, 125). 
Assim, para analisar a função vascular das AUHhip, a sua capacidade contrátil após exposição 
a 5-HT foi comparada com a obtida em AUHctr. Quando se analisou a tensão induzida por este 
agente contrátil, verificou-se que esta era significativamente superior em AUHhip em 
comparação com AUHctr (p<0,01). Isto sugere uma hipersensibilidade das AUHhip à 5-HT, em 
concordância com diversos estudos realizados em artérias animais nomeadamente aorta de 
rato (152, 153), artérias mesentéricas de rato (154, 155), e artérias basilares de rato (156), 
assim como artérias humanas tais como artérias mamárias (157) e artérias císticas (158, 159). 
Este aumento da sensibilidade foi mitigado nas AUH incubadas com E2. Um estudo realizado 
em aorta de ratos fêmea ovariectomizados normotensos ou hipertensos também verificou que 
os animais tratados com terapia de substituição com E2 apresentavam contrações induzidas 
pela 5-HT mais baixas em relação aos animais não tratados (153). 
A origem desta hipersensibilidade à 5-HT é desconhecida, podendo dever-se a alterações na 
expressão dos diferentes tipos de recetores da 5-HT, ou ao aumento dos níveis plasmáticos de 
5-HT (125). De facto, os níveis plasmáticos de 5-HT livre encontram-se elevados na 
hipertensão humana e experimental (159), assim como na pré-eclâmpsia (125). No entanto, 
desconhece-se se a elevação destes níveis plasmáticos provoca um aumento na pressão 
arterial ou se é uma resposta adaptativa à hipertensão. Relativamente aos recetores de 5-HT, 
um estudo realizado em aorta de rato demonstrou a sobre-expressão de dois recetores de 5-
HT em ratos hipertensos (160). Adicionalmente, em 2005 Gupta et. al sugeriram que em AUH 
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de gravidezes com pré-eclâmpsia possam ocorrer alterações no desenvolvimento normal dos 
recetores 5-HT1B/1D podendo haver uma maior sensibilidade dos mesmos à 5-HT desde uma 
idade gestacional mais precoce em comparação com AUH de gravidezes controlo (125).  
Ao analisar os efeitos rápidos do E2 nestas artérias verificou-se uma vasodilatação rápida 
dependente da concentração. A vasodilatação induzida pelo E2 foi significativamente superior 
em AUHctr em comparação com AUHhip. Isto sugere uma modificação na resposta vascular ao 
E2, e possivelmente a existência de um diferente mecanismo de vasodilatação nos anéis 
hipertensos (106). Os resultados obtidos em estudos realizados por outros autores são 
controversos. Unemoto et. al verificaram que, em aorta de rato contraída com noradrenalina, 
o vasorelaxamento induzido pelo E2 era superior nos ratos hipertensos em comparação com 
ratos normotensos (106). Por outro lado, Kocic et. al analisaram artérias da cauda de rato e 
verificaram que em artérias de ratos normotensos sem endotélio o E2 exercia um efeito 
vasorelaxante, mas que em ratos com hipertensão pulmonar este efeito não ocorria (161). 
Em suma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que as AUHhip apresentam maior 




6. Conclusões e perspetivas futuras 
 
Com a realização deste trabalho foi possível demonstrar que o E2 provoca um 
vasorelaxamento rápido dependente da concentração nas AUHctr. Os dados sugerem que este 
vasorelaxamento envolva a inibição dos LTCC, sendo independente da ativação da sGC, pGC 
ou AC. Adicionalmente, os efeitos genómicos do E2 não alteraram, qualitativa ou 
quantitativamente, o mecanismo de ação vasorelaxante do próprio E2. No futuro será 
importante esclarecer se existe envolvimento dos canais de K+ no mecanismo de 
vasorelaxamento desta hormona. A incubação das AUHctr com E2 levou a uma diminuição do 
efeito contrátil do KCl sugerindo que a exposição prolongada a este fármaco provoque 
alterações genómicas ou pós-transcripcionais dos canais LTCC.  
Por outro lado, a exposição das células do ML das AUHctr ao E2 levou a um aumento da 
expressão das subunidades Kvβ1 dos canais Kv, e das subunidades BKCaα e BKCaβ dos canais 
BKCa, não tendo sido detetadas alterações significativas na expressão de mRNA da subunidade 
Cavα1 dos canais Cav1.2 nem das subunidades Kvβ2 e Kvβ3 dos canais Kv. No futuro seria 
interessante analisar a influência da exposição ao E2 na expressão proteica das várias 
subunidades dos canais estudados, assim como na expressão de outras proteínas envolvidas na 
contratilidade vascular. 
Este estudo concluiu também que as AUHdge apresentam menor capacidade contrátil que as 
AUHctr e, após incubação com E2, são menos sensíveis aos efeitos rápidos deste fármaco em 
comparação com as AUH não incubadas. De forma a compreender melhor estes resultados 
seria útil a realização de estudos a nível da expressão de proteínas-chave no processo da 
contratilidade vascular destas artérias, assim como dos recetores citosólicos e membranares 
do E2. 
Por último, concluiu-se que as AUHhip apresentam maior sensibilidade à 5-HT e menor 
sensibilidade aos efeitos rápidos do E2 em comparação com as AUHctr. No futuro, será 
importante avaliar se existem diferenças a nível da expressão dos recetores de 5-HT nas 
células do ML das AUHdge comparativamente a AUHctr, assim como determinar se existem 
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